T.C. S OBERG,
EGE UNIVERSITESI Ko

Saglik Bilimleri Enstitiisii NI

COCUKLARDA 25-HIDROKSIVITAMIN D
DUZEYLERI VE VDR GEN VARYANTLARI iLE DIS
CURUKLERI ARASINDAKI TLISKININ
DEGERLENDIRILMESI

Doktora Tezi

Dt. Ece SENGUN BERBER

Pedodonti Anabilim Dali

[zmir

2022



T.C.
EGE UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii

COCUKLARDA 25-HIDROKSIVITAMIN D
DUZEYLERI VE VDR GEN VARYANTLARI iLE DIS
CURUKLERI ARASINDAKI ILISKININ
DEGERLENDIRILMESI

Dt. Ece SENGUN BERBER

Tez Danismani

Dog. Dr. Arzu AYKUT YETKINER

Pedodonti Anabilim Dali

[zmir

2022



Baskan

(Danisman)

Uye

Uye

Uye

Uye

Uye

Doktora Tezinin Kabul Edildigi Tarih: ...

Tez Degerlendirme Kurulu Uyeleri

: Dog¢. Dr. Arzu

: Prof. Dr. Fahinur

: Dog. Dr. Ayca

: Prof. Dr. Dilsah

: Prof. Dr. Merve

: Dr. Ogr. Uyesi Sibel

AYKUT YETKINER

ERTUGRUL

AYKUT

COGULU

AKCAY

EZBERCI



Onsoz
Dis ciiriikkleri diinyada yaygin bir hastalik olarak halk saghgmmi olumsuz
etkilemektedir. Agiz ve dis saghigi kisinin saglik durumunu olumlu ya da olumsuz
sekilde etkilediginden dolay1 hayat standartlar1 agisindan 6nemli bir yere sahiptir. Dig
cliriigii olusumuna sebep olan faktorler ve ciirliklere karsi koruyucu uygulamalar

giiniimiizde hala giincelligini koruyan aragtirma konularidir.

D vitamininin sistemik etkileri ve hastaliklarla iligkileri {izerinde hala caligmalar
yapilmakta olup, eksikliginin zararl etkilerine karsi 6nlemler alinmaya baslanmistir.
D vitamini ve ilgili reseptdr geninin dental dokularla iligkisi giiniimiizde arastirilmakta
olan bir konudur. Yapilan bazi ¢calismalarda D vitamini ve ilgili reseptor geninin dental

dokular arasinda iligki bulunmus olmakla birlikte, sonuglar ¢eliskilidir.

Calismamizda ¢ocuklarda yillik rutin kan kontrollerine ek olarak 25-hidroksivitamin
D diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Cocuklarin ebeveynlerine, cocuklarmin agiz-dis saghgi ile
ilgili bilgileri ile oral hijyen aliskanliklar1 ve beslenme aliskanliklarini iceren anket
sorular1 sorulmus ve cevaplar kaydedilmistir. Cocuklarin agiz ici muayeneleri
yapilarak D vitamini seviyelerinin ve ¢iiriik ile olan iligkileri degerlendirilmistir. Ek
olarak cocuklardan alman kan 6rneklerinden VDR geninde goriilen varyasyonlar

arastirilmig ve ¢liriik durumu ile kargilastirma yapilmastir.

Bu projenin gergeklestirilmesinde mali destek saglayan Ege Universitesi Bilimsel

Arastirma Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.

[zmir, Haziran 2022

Dt. Ece SENGUN BERBER



Ozet

Cocuklarda 25-Hidroksivitamin D Diizeyleri ve VDR Gen Varyantlan ile Dis
Ciiriikleri Arasindaki Iliskinin Degerlendirilmesi

Dis ciiriikleri agiz ve dis saglhigini etkileyen temel problemlerden biridir. D vitamini
eksikligi olan bireylerde, dis mineralizasyonunun bozulmasina neden olabilecegi
literatiirde rapor edilmis olmasma ragmen sonuglar celiskilidir. Bu ¢aligmanin amaci
giniimiizde hala 6nemli bir halk saghigi problemi olan dis c¢irtikleri ile 25-
hidroksivitamin D diizeyinin ve D vitamini reseptor geni varyantlarinin arasindaki
iligkiyi arastrrmak, D vitamininin dis ¢iirigline kars1 potansiyel bir ajan olarak
kullanilip kullanilamayacagini gostermek ve anket sorularina verilen cevaplar
neticesinde ebeveynlerin agiz dis saghgmma ve D vitaminine yaklasimlarini ve
uygulama aligkanliklarini saptamaktir. Calismanin hipotezleri; 25-hidroksivitamin D
seviyesi diisiik olan ¢ocuklarda dis ¢lirtigii oraninin, 25-hidroksivitamin D seviyesi
yiiksek olan ¢ocuklardan daha yiliksek oldugu ve VDR gen varyantlari ile dis ¢liriigii

arasinda anlamli bir iligski oldugudur.

Calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Saglikh Cocuk Poliklinigi'ne ve Ege
Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Hastanesi Dis Hekimligi Klinigi ne tedavi ve kontrol
amaciyla bagvuran, 3- 6 yas arasi, sistemik olarak saglkli, 64 ciiriiksiiz ve 64 ciiriiklii,
128 ¢ocuk dahil edilmistir. Cocuklarin ebeveynlerine, ¢ocuklarinin agiz-dis saghgi ile
ilgili bilgileri ile oral hijyen aliskanliklar1 ve beslenme aligkanliklarini igeren anket
sorular1 sorulmus ve cevaplar kaydedilmistir. Calismaya katilan ¢ocuklarin kan
ornekleri alinarak, rutinde istenen biyokimya tetkiklerine ek olarak, cocuklarin serum
25-hidroksivitamin D seviyeleri dl¢iilmiistiir. Ag1z i¢i muayeneleri yapilarak dmft
indeksi degerleri kaydedilmistir. Tiim verilerin SPSS 25.0 (Statistical Product and
Service Solutions, IBM) programi kullanilarak istatistiksel analizler yapilmistir.
Stirekli verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogrov Smirnov testi ile
degerlendirilmistir. ~ Analitik  degerlendirmede sayim  verilerinde  gruplari
karsilastirmak i¢in ki-kare ve trend varliginda ki-kare trend testi kullanilmistir. Gruplar
aras1 karsilastirmada, ol¢iim degiskenlerinin her grupta normal dagilip dagilmadigi
analiz edilmistir. Normal dagilan veriler icin iki grup karsilagtirmasi Student T ile,
normal dagilmayan veriler i¢in iki grup karsilagtirmasit Mann Whitney U testi ile
yapilmistir. Ug¢ ve daha fazla grup Kkargilastirmasi i¢in normal dagilmayan

degiskenlerin varlig1 nedeniyle Kruskal Wallis Testi ile yapilmistir. Caligmaya katilan



cocuklardan 26 ¢ocuga genetik test yapilarak VDR geni varyasyonlar1 incelenmistir.
Alman kan lenfosit hiicrelerinden DNA izolasyonununu takiben, PCR yontemi ile
incelenecek gen bolgeleri ¢cogaltilmis ve Sanger sekanslama yontemi ile dizi analizi
yapilmistir. Toplamda 13 ¢iirtiksiiz ve 13 ¢iiriiklii cocukta Sanger sekanslama yontemi

ile yapilan dizileme sonucunda ilgili gen bolgeleri incelenmistir.

Elde edilen bulgular neticesinde ¢iiriikklii grupta D vitamini seviyelerinin goreceli
olarak diisiik oldugu goriilmekle birlikte, ¢iiriiksiiz ve ¢iiriikli gruplar ile D vitamini

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir.

Incelenen gen bolgelerinde bilinen polimorfizmler disinda herhangi bir varyant
saptanmamigtir. NM _000376.3 transkribine gore 3. ekzonda goriilen Fokl
polimorfizmi, 10. ekzonda goriilen Taql polimorfizmi ve 9. intronda goriilen Apal
polimorfizmi goriilmiis olmakla birlikte cliriiksiiz ve ciriiklii gruplar arasinda

polimorfizm sayilar1 agisindan belirgin bir farklilik gézlenmemistir.

D vitamini seviyelerinin, cliriiksiiz grupta, ciiriiklii gruptaki cocuklara gore daha
yiiksek oldugu goriilmekle birlikte, sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bu sonuca dayanarak c¢iiriik olusumu veya gelisiminin 6nlenmesi
amaciyla profilaktik amag¢li D vitamini takviyesi kullanimmin anlamli olmadigi
sonucuna varilmistir. Ciiriiksiiz ve ¢iiriiklii grup cocuklarda, VDR geni lizerinde 8
ekzonda ve ekzon-intron bileskelerinde mutasyona rastlanmamustir. VDR geni
iizerinde tespit edilen Apal, Fokl ve Taql polimorfizmleri ¢iiriiksiiz ve c¢iiriikli

bireylerde benzer oranlarda gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler; Dis ciirtigii; D vitamini eksikligi; 25-Hidroksivitamin D; VDR

gen varyantlari



Abstract

Evaluation of the Relationship Between 25-Hydroxyvitamin D Levels and VDR

Gene Variants and Dental Caries in Children

Dental caries is one of the main problems affecting oral and dental health. Although it
has been shown in the literature that vitamin D deficiency can cause defective tooth
mineralization, the results are contradictory. The aims of this study are to investigate
the relationship between dental caries and 25-hydroxyvitamin D level and vitamin D
receptor gene variants, to show whether vitamin D can be used as a potential agent
against dental caries and to determine the parents' approaches to vitamin D, oral-dental
health and oral hygiene habits. The hypotheses of the study are that the rate of dental
caries is higher in children with low 25-Hydroxyvitamin D levels than in children with
high 25-Hydroxyvitamin D levels and there is a significant relationship between VDR
gene variants and dental caries.

Systemically healthy 128 children aged 3-6 years, 64 caries free and 64 with caries,
who applied to Ege University Faculty of Medicine Department of Child Health and
Diseases and Ege University Faculty of Medicine Children's Hospital Dentistry Clinic
for dental treatment and control. The children's parents were asked survey questions
about their children's oral and dental health, oral hygiene and eating habits and the
answers were recorded. The blood samples of the children were taken in addition to
the routinely requested biochemistry tests, the serum 25-hydroxyvitamin D levels of
the children were measured. Intraoral examinations were performed and dmft index
values were recorded. All data were statistically analyzed using the SPSS 25.0
(Statistical Product and Service Solutions, IBM) program. The normal distribution was
evaluated by Kolmogrov Smirnov test. Chi-square and trend-presence chi-square trend
test was used to compare groups in count data. For normally distributed data, two-
group comparisons were made with Student T, and for non-normally distributed data,
two-group comparisons were made with Mann Whitney U test. Three or more group
comparisons were made with the Kruskal-Wallis Test due to the non-normally
distributions. Variations of the VDR gene were examined by performing genetic test
on 26 children. Following the isolation of DNA from the blood lymphocyte cells, the
gene regions were analyzed by PCR and sequence analysis was performed with the

Sanger sequencing method.



Vitamin D levels were found to be relatively low in the caries group however no
statistically significant relationship was found between the caries-free and caries
groups and vitamin D levels. Except for the known polymorphisms in the examined
gene regions, no variants were detected. According to the NM_000376.3 transcript,
FokI polymorphism seen in exon 3, Taql polymorphism seen in exon 10 and Apal
polymorphism seen in 9th intron were seen. No significant difference was observed
between the groups in terms of polymorphism numbers.

Based on these results, it was concluded that the use of prophylactic vitamin D
supplements to prevent caries formation or development can not be recommended. No
mutations were found in exons 8 and exon-intron junctions on the VDR gene in both
groups. Apal, Fokl and Taql polymorphisms were detected on the VDR gene and it

was similar between the caries and caries free groups.

Keywords; Dental caries; vitamin D deficiency; 25-hydroxyvitamin D; VDR gene

variants
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1. Giris
Ag1z ve dig sagligi, her bireyin genel sagligmi, yasam kalitesini ve konforunu etkileyen

toplumsal agidan 6nemli bir halk saglig1 konusudur. Dis ¢iiriikleri, ag1z ve dis sagligini

etkileyen temel problemlerden biridir (Ahmed, Ahmed ve Maktoof, 2020).

Dis ciiriikleri mikrobiyolojik, immiinolojik, ¢evresel, davranigsal ve genetik bir ¢ok
etkenin bir araya gelmesi ile olusan multifaktoriyel etiyolojiye sahip yaygin, kronik ve
enfeksiydoz bir hastaliktir (Cavallari ve digerleri, 2019; Parthasarathy, Priya ve
Gayathri, 2016).

D vitamini, endokrin, otokrin ve parakrin aktivitelere sahip bir prohormondur ve
kalsiyum-fosfat metabolizmasinin diizenlenmesi, bu minerallerin besinlerden
emilimleri ve mineralize dokularda birikimleri tizerinde etkilidir (Gyll ve digerleri,
2018; Wojcik ve digerleri, 2018). D vitamininin immiin sistem, bilissel islev, kan
basincinin korunmasi, kardiyometabolik durumlar, yaslanma gibi birgcok sistemik

durum ile iliskisi gosterilmistir (Gyll ve digerleri, 2018).

D vitamini, 6zellikle ¢ocukluk ve ergenlik gibi hizli bliyiime dénemlerinde uygun
kemik mineralizasyonunu saglamak igin kalsiyum (Ca*?) ve fosfor (P~*) homeostazinin
korunmasinda 6énemli bir rol oynamaktadir (Wéjcik ve digerleri, 2018). Cocuklar ve
ergenlerdeki immiin sistem, yetersiz D vitamini seviyesinin klinik etkilerine karsi
ozellikle savunmasizdir (Gyll ve digerleri, 2018). D vitamininin agiz sagligi ve genel
saglik, viicudun biliylime ve gelismesi, ailelerin ve topluluklarin yasam kalitesi

iizerinde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir (Phantumvanit ve digerleri, 2018).

D vitamini, Ca*?, P® ve ALP arasindaki dengenin saglanmasi ile hem kemik
dongiisiiniin, hem de Ca*?-P homeostazmnin korunmasinda belirleyicidir (Atapattu,
Shaw ve Hogler, 2013; Erdur, Kafes, Ozbek ve Genel, 2017; Sharma, Pal ve Prasad,
2014). Serum ALP, Ca*? ve P degerlerinin 6l¢iimii rutin laboratuvar Slgiimleri
icerisinde siklikla incelenmektedir (Atapattu ve digerleri, 2013). Bunlarin diginda
oksijeni baglayarak, kanda tasinmasidan gorevli olan hemoglobinin konsantrasyonu

da siklikla incelenen biyokimyasal parametreler arasindadir (Jha ve digerleri, 2021).



25-Hidroksivitamin D (kalsidiol, 25(OH)D), hem endojen hem de eksojen kaynakli D
vitaminini gostermesi nedeniyle dolasimdaki birincil dlgiilebilir D vitamini formudur
(Schroth, Rabbani, Loewen ve Moffatt, 2016). Yarilanma omriiniin yaklasik ii¢ hafta
olmast ve plazma konsantrasyonunun D vitamininin aktif formu olan 1,25-
dihidroksivitamin D (kalsitriol, 1,25(OH).D)’ye gore oldukc¢a yiiksek miktarda
oOlctilebilmesi nedeniyle, serum 25(OH)D diizeylerinin 6l¢imii, D vitamini eksikligini
belirlemede kullanilan temel yontemdir (Holick, 2007; Lopez, Kerlan ve Desailloud,

2021).

D vitamini hiicre i¢indeki biyolojik fonksiyonlarini, hiicre i¢i reseptdriine baglanarak
gerceklestirmektedir. D vitamini reseptorii (vitamin D receptor, VDR) genini etkileyen
genetik degisiklikler ve protein aktivasyonundaki degisikliklere bagli olarak, Ca*?
metabolizmasi, hiicre ¢ogalmasi ve bagisiklik sistemi {izerinde olumlu etkileri

bulunmaktadir (Cogulu ve digerleri, 2016; Taymans ve digerleri, 1999).

D vitamini eksikligi olan bireylerde dis mineralizasyonunun bozulmasinin daha yaygin
oldugu c¢esitli caligmalarda gosterilmis olmakla birlikte sonuglar celiskilidir. Bu
calismalarda D vitamini takviyesi ile serum 25(OH)D diizeyinin yiiksekligine baglh
olarak ciiriik riskinde azalma olabilecegi de arastirmalarda gosterilmistir (Chhonkar
ve Arya, 2018; Gyll ve digerleri, 2018; Kim, Lee, Ju, Na ve Oh, 2018; Singleton ve
digerleri, 2019; Wojcik ve digerleri, 2019).

D vitaminin, genel saghga etkileri ile ilgili girisimler iilkemizde de gilincelligini
korumakla birlikte, yapilan giincel literatiir taramasinda dis ¢iiriikleri ve D vitamini
iliskisi hakkinda yeterli sayida arastirma bulunamamustir. Dis ¢liriigiiniin dnlenmesi

ile ilgili arastirmalar devam etmektedir.

Temel agiz ve dis saglig1 gostergeleri kullanilarak, toplum agiz ve dis sagliginin
durumunun belirlenmesi, korunmasi ve gelistirilmesi, yapilan bilimsel ¢aligmalarin
sonuc¢larinin karsilastirilabilmesi, sonuclarin birbirini desteklemesi ve cesitli yeni
yaklagimlarin ve programlarin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu amaglarla diinya
capmnda yapilan agiz ve dis sagligi ile ilgili ¢alismalarda siklikla kullanilan
gostergelerden biri DMFT/dmft indeksleridir (World Health Organization, [WHO],
1997).



Bu calismanin amaci glinimiizde hala 6nemli bir halk sagligi problemi olan dis
ciirtikleri ile 25(OH)D diizeyi ve VDR geni varyantlar1 arasindaki iligkiyi arastirmak
ve D vitamininin dis ¢iirigiine kars1 potansiyel bir ajan olarak kullanilip

kullanilamayacagin1 gostermektir.

Arastirmanin hipotezleri;

1. 25(OH)D seviyesi diisiikk seviyede olan ¢ocuklarda dis ¢iirigli orani, 25(OH)D
seviyesi yiiksek olan ¢ocuklardan daha yiiksektir.

2. VDR gen varyantlar1 ile dis ¢lirigli arasinda anlaml bir iligki vardir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Dis Ciiriigii Etiyolojisi ve Patogenezi

Dis ciirtikleri, tiim yas gruplarindan ve toplumun her kesiminden insani etkileyen,
diinya c¢apmnda goriilen en yaygin agiz hastaliklarindan biridir (Protyusha ve

Sundharam, 2021; Selwitz, Ismail ve Pitts, 2007).

Dis ciiriiklerinin olusumu ve ilerlemesi multifaktoriyel nedenlere dayali oldugu icin
korunma yollar1 arastirilirken, temel bilimler (biyofizik, proteomik, biyokimya, nano-

teknoloji, vb.) ile multidisipliner bir yaklagim gerekmektedir (Fejerskov, 2004).

Dis cliriigli olusumunda biyofilmde bulunan bakteriler rol oynamaktadir. Biyofilmde
bulunan, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans ve Lactobacillus gibi endojen
bakteriler, karbonhidrat metabolizmasinda fermantasyon iiriinii olarak zayif organik
asitler iiretmektedir. Bu asitler, lokal pH degerini, kritik degerin (5,5) altina diistirerek,
dis dokularinim demineralizasyonuna neden olmaktadir (Fejerskov, 2004; Selwitz ve

digerleri, 2007; Napimoga, H6fling, Klein, Kamiya ve Gongalves, 2005).

2.2. Temel Ag1z ve Dis Saghg1 Gostergeleri

Toplum agiz ve dis saghginin belirlenmesi ve gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalarin
ve programlarin basarilarinin degerlendirilmesinde kullanilan temel agiz ve dis saglhig1
gostergeleri, karsilagtirmalarin uygun sekilde yapilabilmesini saglamaktadir. Bu
parametreler; ¢iirlik prevalansi, tedavi edilmemis dis ¢liriigline sahip kisilerin orani,
ortalama mevcut dis sayisi, ortalama giiriiklii ve eksik dis sayisi, DMFT/dmft
indeksleri, dissizlik orani, dental florozis varligi ve toplum periodontal indeks

(community periodontal index-CPI) seklinde siralanabilir (WHO, 1997).

2.3. DMFT/dmft indeksleri

1937 yilinda Klein, Palmer ve Knutson tarafindan olusturulan DMFT/dmft indeksleri
yaygin olarak kullanilan, Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO)
tarafindan Onerilmekte olan, toplum temelli ¢liriik indeksleri olarak gecerliligini
stirdiirmektedir (Castro, Vianna ve Mendes, 2018; Kale, Kakodkar, Shetiya ve
Abdulkader, 2020; Klein, Palmer ve Knutson, 1938).



DMFT/DMFS daimi disler icin kullanilmakta olup, dmft/dmfs siit disleri i¢in
kullanilan indekslerdir. Bu indekslere gore (Castro ve digerleri, 2018; Klein ve

digerleri, 1938);

D: Kavitasyonlu ¢iirtik daimi dis d: Kavitasyon goriilen ¢iiriik siit disi
M: Ciiriik nedeni ile ¢ekilmis daimi dis | m: Cliriik nedeni ile ¢ekilmis siit disi

F: Dolgulu daimi dis f: Dolgulu siit disi

DMFT: Toplam ciiriik, kayip, dolgulu | dmft: Toplam ciiriik, kayip, dolgulu siit
daimi dis sayis1 disi sayist
DMEFS: Toplam ciiriik, kayip, dolgulu | dmfs: Toplam c¢iiriik, kayip, dolgulu siit

daimi dis ylizeyi sayis1 disi ylizeyi sayismni gosterir

DMFT/dmft indeksleri; basit, pratikte kolay uygulanabilir ve istatistiksel analizlere
olanak vermesi gibi avantajlara sahip oldugundan calismalarda en ¢ok tercih edilen

cuiriik indeksleridir (Castro ve digerleri, 2018).

2.4. D Vitamini

Vitaminler, enerji elde etme, biiylime ve hiicre bakimi i¢in protein, yag ve karbonhidrat
kullanan tiim metabolik reaksiyonlarda islev goren katalizorlerdir. Baz1 vitaminler
dogal yollarla az miktarda alinabildigi i¢cin genellikle gida takviyeleri yoluyla
almmalar1 gerekebilir (Dickinson ve Mackay, 2014). A, C, D, E ve K gibi yagda eriyen
vitaminler karaciger ve yag dokularinda rezerv olarak depolanabilirken, suda eriyen B
ve C vitaminleri kullanildiktan sonra depolanmadan viicuttan atilmaktadirlar (Cagetti

ve digerleri, 2020).

[k olarak 20. yiizyilin baslarinda yagda ¢oziinen bir vitamin olarak tanimlanan D
vitamini (Gil, Plaza-Diaz ve Mesa, 2018; Mellanby ve Pattison, 1928), giiniimiizde
doku tarafindan tiretilerek kan dolasimina verilmesi, diger dokular1 etkilemesi ve bu
etkinin besleme mekanizmalar aracilifiyla diizenlenmesi sebebiyle vitaminlerden
ayrilarak steroid yapili hormon veya hormon onciisii (prohormon) olarak adlandirilan
bir sterol olarak tanimlanmaktadir (Carlberg, 2017; Gil ve digerleri, 2018; Institiute of
Medicine of The National Academies, 2011; Staud, 2005). D vitamini diger

vitaminlerden farkli olarak gilines 1s18inin etkisiyle insan viicudu tarafindan



sentezlenebilmektedir. Kalsiferol olarak da bilinen D vitamini, bir grup yagda ¢6ziinen
sekosterol igerir. D vitamininin, kolekalsiferol (D3 vitamini) ve ergokalsiferol (D2
vitamini) olarak adlandirilan iki ana formu bulunmaktadir. D, vitamini bitkisel
kokenlidir ve laboratuvar ortaminda iiretilerek gidalara eklenebilir. D3 vitamini ise
insan derisinde 7-dehidrokolesterolden (provitamin D3, 7-DHC) sentezlenir, ayrica
hayvansal gidalar araciliiyla alinabilir ve iiretilebilir (Gil ve digerleri, 2018; Lopez
ve digerleri, 2021; Institiute of Medicine of The National Academies, 2011). D
vitamini, aktif hale gelmeden 6nce karacigerde ve bobrekte iki hidroksilasyon islemi
gecirir (Gil ve digerleri, 2018; Lopez ve digerleri, 2021; Watson, 2013). Insan
katabolizmasi ile yeterli tiretilemeyebilecegi icin bu molekiiliin diyet yoluyla alinmasi
gerekebilir ve bu da vitamin olarak adlandirilmasina neden olmaktadir (Carlberg,

2017).

Hemen hemen her dokuda VDR’nin bulunmasi ve genom boyunca yiizlerce geni
kontrol eden binlerce VDR baglama bdlgesinin kesfedilmesiyle, D vitaminine ve
bunun coklu biyolojik siirecler iizerindeki etkisine olan ilgi, gliniimiizde hizla
artmaktadir (Bikle, 2014). D vitamini, kemik dokusu ve dislerin metabolik
siireclerinde yer almaktadir. Sindirim sisteminden Ca*? ve P emilimini uyararak
bobreklerde asir1 salgilanmasini dnler, burada paratiroid hormonu (PTH) gibi Ca*™? ve
P3’un yeniden emilimini uyarir ve hipokalsemi sirasinda osteoklast farklilasmasini
stimiile ederek kemik dokudan salinmasini kolaylastirir. Boylece kemik ve dis
mineralizasyonunu saglayan serumdaki uygun Ca*? konsantrasyonu korunmus olur

(Slebioda, Szponar ve Dorocka-Bobkowska, 2016).

2.2.1. D Vitamini Kaynaklar

D vitamini, yagda ¢oziinen bir vitamin oldugu i¢in, somon, uskumru ve ringa balig1
gibi yagli baliklarda bulunmaktadir. Etinde az yag bulunan baliklar, yaglarini
karacigerlerinde toplarlar. Bu nedenle morina karacigeri yagi ve diger yagsiz
baliklardan elde edilen karaciger yaglar1 iyi birer D vitamini kaynagidir. Maya ve
mantarlar, glines 151gma veya ultraviyole B (UVB) i1smnlarina maruz kaldiklarinda
biiyiik miktarda D> vitamini iretirler. Yumurta saris1 da dogal D vitamini
kaynaklarindandir (Holick, 2007; Holick ve digerleri, 2011; Jeon ve Shin, 2018).

Cocuklar ve yetigkinlerde baslica D vitamini kaynagi ise, dogal olarak giines 151gma



maruz kalmaktir (Brot ve digerleri, 2001; Holick, 2007; Holick ve digerleri, 2011;
Hollis, 2005; Maeda, Kunii, Hayashi ve Lazaretti-Castro, 2007; Moan, Porojnicu,
Dahlback ve Setlow, 2008). 1920'lerde D vitamininin antirasitik vitamin olarak kabul
edilmesi sonras1 (Steenbock ve Black, 1924) cesitli iilkelerde bazi besinlere D vitamini
ilave edilmesi giindeme gelmistir (T.C. Saglik Bakanligi, 2016; Steenbock ve Black,
1924). Amerika Birlesik Devletleri'nde, siitlere D vitamini ilave edilmesi zorunludur
(T.C. Saglik Bakanligi, 2016; FDA, 2016). Kanada'da da ise siit ve margarinin D
vitamini ile takviye edilmesi zorunludur (Byrdwell ve digerleri, 2008; Institiute of
Medicine of The National Academies, 2011; T. C. Saglik Bakanligi, 2016). Bir¢cok
Avrupa iilkesi de siite, tahillara, ekmeklere ve margarine D vitamini eklemektedir
(Holick, 2007). D vitamini kolostrumda hi¢ bulunmazken, olgun anne siitiinde ¢ok az
miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle sadece anne siitii ile beslenen bebeklerde D

vitamini takviyesi 6nemlidir (T.C. Saglik Bakanligi, 2016).

2.2.2. D Vitamini Eksikligi ve Nedenleri

Diinya ¢apinda 1 milyar civarinda insanda D vitamini yetersizligi ya da eksikligi
oldugu tahmin edilmekte ve D vitamini eksikligi kiiresel bir salgin olarak
nitelendirilmektedir (Amrein ve digerleri, 2020; Holick, 2006). D vitamini eksikligi
ozellikle, glinesten daha az yararlanabilen kuzey iilkelerinde siklikla goriilmekte,
bahar ve kis aylarinda ise siddeti artmaktadir (Pearce ve Cheetham, 2010; Wacker ve
Holiack, 2013). Cocuklar ve geng yetiskinler potansiyel olarak D vitamini eksikligi
icin yiiksek risk altindadir (Holick, 2007). Tiirkiye’de besinlere D vitamini takviyesi
konusunda yasal bir diizenleme olmadigi i¢in, D vitamini, Tiirkiye genelinde, her yas
grubunda, tiiketim agi1g1 en yliksek olan besin 6gesi olarak bildirilmektedir (T. C.
Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 2016).

Glines 15183ina maruz kalmaya yonelik davranis ve aliskanliklar, obezite, cilt
pigmentasyonu ve ten rengi, yas ve cinsiyet, mevsim, enlem, giines kremi kullanimi
ve maruz kalan cilt ylizeyi miktari, kandaki D vitamini durumunu etkilemektedir
(Botelho, Machado, Proenga, Delgado ve Mendes, 2020; Hintzpeter, Scheidt-Nave,
Miiller, Schenk ve Mensink, 2008; Institute of Medicine, 2011; Spiro ve Buttriss,

2014; Wacker ve Holiack, 2013). D vitamini eksikliginin ana nedeninin giines 151g1na



yetersiz maruz kalmak oldugu rapor edilmistir (Holick ve Chen, 2008; Moan ve

digerleri, 2008).

2.2.3. Laboratuvar Bulgular ve Serum D Vitamini Seviyesi Ol¢iim Yontemleri

25(OH)D'nin yarilanma 6mrii ii¢ hafta civarindadir ve serumda yaklagik 0-50 ng/mL
bulunmaktadir. D vitaminin biyolojik olarak aktif olan formu 1,25(OH).D olup,
serumda yaklagik 16-65 pg/mL (pikogram/mililitre) diizeyinde bulunmaktadir.
Biyolojik olarak aktif form olan 1,25(OH);D 4l¢iimii, D vitamini diizeyinin
degerlendirilmesinde ideal 6l¢iim yontemi degildir. Ciinkii 1,25(OH)2D’nin yarilanma
omrii yaklasik 3-6 saat kadar kisa ve dolagimdaki diizeyi 25(OH)D’ye gore yaklasik
bin kat daha distiktiir (DeLuca, 2004). Bu nedenle serumdaki 25(OH)D
konsantrasyonu seviyesinin Ol¢climii, D vitamini eksikligini belirlemenin en 1iyi
yontemidir (Holick, 2007; Lopez ve digerleri, 2021). Tahlil yontemlerinde altin
standart olarak tandem kiitle spektrometrisi yontemi kabul goérmektedir. Serum
1,25(OH).;D vitamini, PTH seviyesi veya kemik dongiisii belirtecleri gibi testlerde, D
vitamini seviyesinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir ancak rutin olarak 6nerilmez.
Serum Ca seviyesi de, ciddi D vitamini eksikligi veya D vitamini toksisitesinin

muhtemel oldugu durumlarda 6nem arz etmektedir (Aspray ve digerleri, 2014).

Yeterli serum 25(OH)D diizeyi konusunda evrensel bir fikir birligi olmamakla beraber
¢ogu arastirma, serum D vitamini diizeyinin 30 ng/mL (nanogram/mililitre) (75
nmol/L, nanomol/litre) olmasini optimal seviye, 20-30 ng/mL (50-75 nmol/L) arasin1
yetersizlik veya suboptimal seviye olarak kabul etmektedir. Serum D vitamini
diizeyinin 20 ng/mL'den (50 nmol/L) daha az seviyede olmasini ise eksiklik olarak
tanimlamaktadir (Aspray ve digerleri, 2014; Heaney ve Holick, 2011; Holick, 2006;
Jha ve digerleri, 2021; Pludowski ve digerleri, 2018; Rusinska ve digerleri, 2018; Spiro
ve Buttriss, 2014; Watson, 2013).

Serum ALP, P, Ca*?, hemoglobin (HGB) degerleri, genel saglig1 etkileyen ve siklikla
Olclilen temel biyokimyasal parametreler arasindadir (Atapattu ve digerleri, 2013;

Sharma ve digerleri, 2014).



2.2.4. D Vitamininin Disler ve Oral Dokular Uzerindeki Etkileri

Dis olusumu ve gelisimi genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenmekte olup (Ulucan,
Akyiiz, Ozbay, Pekiner ve Ilter Giiney, 2013), dis dokularmin mineralizasyonunu
etkileyen gevresel faktdrlerden biri Ca™ ve P seviyesini koruyan D vitaminidir
(Zhang, Beck, Rahemtulla ve Thomas, 2009). D vitamini ligand bagimli reseptorii
VDR araciligiyla kemik ve dentin gelisimi gibi ¢esitli biyolojik siiregleri

diizenlemektedir (Haussler ve digerleri, 1998).

Ca™ ve P? homeostazi, alveol kemigi ve disler gibi sert dokularm olusumu,
kireglenmesi, mineralizasyonu ve saghgi i¢in gereklidir (Botelho, Machado, Proenca,
Delgado ve Mendes, 2020; Haworth ve digerleri, 2021; Schroth ve digerleri, 2013;
Singleton ve digerleri, 2019; Slebioda, Szponar ve Dorocka-Bobkowska, 2016). D
vitamini eksikligi kemik yogunlugunun azalmasina, osteoporoza ve bunun sonucunda
periodontal hastaligin ilerlemesine yol agcabilmektedir. Bu vitaminin plazmada yeterli
seviyede olmasi immiinomodiilator, antiinflamatuar ve antiproliferatif ajan olarak
gorev yapmasi nedeniyle gingivitis ve periodontitis riskini azaltabilir (Cagetti ve
digerleri, 2020). Gelisim evrelerinde, sert dis dokulari, beslenmeden ve dolayl1 olarak
vitamin eksikliginden etkilenmektedir. Yapilan bazi1 arastirmalarda ¢ocuklarda siit
dislenme doneminde malniitrisyon ve mine hipoplazisi ile ¢iiriik arasinda pozitif bir
iligki oldugu one siiriilmiistiir (Cagetti ve digerleri, 2020; Taylor, 1939; Hujoel ve
Lingstrom, 2017; Jha ve digerleri, 2021; Silva, Mendes, da Conceigdo Manso, Gavinha
ve Melo, 2020). D vitamininin, odontoblastlarda dentin olusumu ve ameloblastlarda
mine olusumu iizerinde, VDR sinyali yoluyla genomik etkileri indiikledigi
diisiiniilmektedir. D vitamini, odontoblast farklilagmasina ve matriks kalsifikasyonuna
katki saglayarak, mine ve dentin olusumuna yardimci olmaktadwr (Haworth ve
digerleri, 2021; Hu ve digerleri, 2015; Hujoel, 2013; Schroth ve digerleri, 2013). D
vitamini dis gelisiminde de rol oynadig1 i¢in, D vitamini metabolizmasinin bozulmas1
ve eksikligi, mine ve dentinde defektlere neden olarak disleri ciiriiklere kars1 daha

savunmasiz yapmaktadir (Cockburn ve digerleri, 1980; Kim ve digerleri, 2018).

Dis olusumu sirasinda, bireyde D vitamini eksikligi olmasinin disin sert dokularinin
demineralizasyona daha duyarli olmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (Haworth ve

digerleri, 2021). D vitamini, dis biyofilmindeki firsat¢1 gram pozitif ve negatif



bakterilere karsi etkili proteinler olan katelisidinler gibi antimikrobiyal peptitlerin
iretimini uyarr (Youssef ve digerleri, 2011). Bu kalsiyotropik hormon, VDR 'ne
baglandiktan sonra, Ca™ metabolizmasmin diizenlenmesinde, disler ve kemikler
tizerindeki Ca' birikiminin artmasinda énemli bir rol oynar ve bu yapilar1 daha
mineralize hale getirerek yikima karsi direng saglamaktadir (Hu ve digerleri, 2015; Jha
ve digerleri, 2021). Siddetli D vitamini eksikligi ile siit ve daimi dislerde silik bir
lamina dura olusumu dentinin yetersiz kalsifikasyonu, dis slirmesinin gecikmesi, dis
asinmasi ve spontan periapikal apselerin olugsmasina neden olabilecegi cesitli
calismalarda gosterilmektedir (Goodman, Gelbier, Bennett ve Winter, 1998; Hillmann
ve Geurtsen, 1996). Ayrica yetersiz D vitamini diizeylerinin, tiikiiriik bezlerinde
atrofiye neden oldugu ve tiikiirik salgismin bu nedenle bozuldugu ve bunun

sonucunda da ¢iiriik riskinin arttig1 bildirilmistir (Scardina ve Messina, 2012).

2.3. Temel Genetik Kavramlan

Kalitimin temel birimi ve deoksiriboniikleik asitin (DNA) belli bir kismin1 olusturan
niikleotid dizisi gen olarak tanimlanmaktadir. Bir niikleotidin seker halkasindaki
karbon atomlar1 1 iissii, 2 {ssii, 3 ussi, 4 Ussi, 5 tsst (1', 2', 3', 4', 5") olarak
adlandirilmaktadir. Zincirin bir ucundaki seker halkasi grubunun serbest bir 3', 6biir
ucundaki seker halkasi grubunun ise serbest bir 5' hidroksil grubu vardir. Bu iki ug,
sirastyla 3' ve 5' uglar1 olarak adlandirilmaktadir. Polipeptidleri sifreleyen genler, gen
kontrol ve yapisal gen bdlgelerinden olugsmaktadir. Gen kontrol bolgesi sessizlestirici
(silencer), kuvvetlendirici (enhancer), baslatici (promotér) ve diger 0Ozgiin
dizilimlerden olusmaktadir. Kromozomlarin kisa kolu “p” ve uzun kolu “q” isaretiyle
gosterilmektedir. Genlerin ¢ogu, mesajci ribontikleik asitle (mRNA) birlikte aktarilan
kodlayic1 ekzonlar ve ekzonlar arasi kodlayici olmayan intronlardan olusmaktadir.
Lokus, genin kromozom {iizerindeki yeridir. Belirli bir lokus {izerinde bulunan DNA
dizisinin herhangi bir varyantma ise allel denmektedir. Her genin biri babadan biri
anneden tasman 2 alleli bulunmaktadir. Kromozomlar1 c¢esitli lokuslardaki bazi
genlerin alelleri ile ayni olan diploit ve poliploid hiicreler homozigot olarak
isimlendirilirken, farkli allellere sahip hiicreler ise heterozigot olarak

tanimlanmaktadir (Ekmekei, 2021).
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2.3.1 Mutasyon ve Polimorfizm

Mutasyon, gen ya da kromozom dizisinde meydana gelen kalici olan ve kalitilabilir
sonucglara yol agan sayisal ya da yapisal degisikliklerdir. Gen mutasyonlari; baz
degisikligi (nokta mutasyonu), bir veya daha fazla bazin delesyonu (kopma
mutasyonu), bir veya daha ¢ok bazin insersiyonu (araya girme mutasyonu) veya baz
diziliminde ardisik tekrar sayisinda degisiklik seklinde olabilmektedir (Bozkaya,
2009).

Genomdaki DNA dizilerinin bir kism1 yasam i¢in ¢ok 6énemli olduklarindan siirekli
korunmaktadir, bir kissm DNA’da ise kisith degisiklikler olmaktadir, bu tip
degisikliklerin oldugu DNA’ya polimorfik, o kisimdaki DNA dizisine ise polimorfizm
denmektedir (Bozkaya, 2009). Polimorfizm gen fonksiyonunda degisime neden
olmaksizin gerceklesir, popiilasyonda %1°’den daha sik rastlanilan varyasyondur.
Mutasyon ise %1’den daha az siklikta rastlanan varyasyondur. Polimorfizmler tek
niikleotid polimorfizmi (Single nuclotide polymorphism, SNP) ve degisen sayida
DNA dizi tekrar1 (Variable number tandem repeat, VNTR) seklinde
siniflandirilabilmektedir. Insan genomunda en sik rastlanan polimorfizmler
SNP’lerdir. SNP’ler; inversiyon (diziye baz katilmasi), delesyon (diziden baz
eksilmesi) ve substitiisyon (bazlar arasi yer degisikligi) seklinde olabilmektedir.
SNP’ler genom tizerinde yaklasik olarak her 100-200 bazda bir tane olacak siklikta
bulunmaktadir. Insan genomunun yiiksek cesitliliginin dogal etkeni olan SNP, bazi
hastaliklara yatkinlig1 ve fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyerek veya bozarak etkilerini
gosterebilmektedir (Ferrari ve Rizzoli, 2005; Gennari ve digerleri, 2002; Miyamoto,
1997; Wooding ve digerleri, 2002). Polimorfizmler siklikla hastaliga neden olmazken,
mutasyonlar ise genellikle hastaliga neden olmaktadirlar. Polimorfizmler, bir hastaliga
ya da bulguya neden olabilmek i¢in siklikla diger polimorfizm ya da gevresel kosullara
baglidir. Mutasyon ve polimorfizm arasinda keskin bir sinir bulunmamaktadir

(Bozkaya, 2009).

2.3.2. VDR Geni

VDR (OMIM 601769), 1,25(0OH).D'yi spesifik olarak baglayan ve etkilerine aracilik
eden bir hiicre i¢i hormon reseptoriidiir (Baker ve digerleri, 1988). 1,25(OH),D’nin
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kan dolagimindaki seviyeleri VDR tarafindan siki bir sekilde izlenmektedir. D
vitamininin ve Ca'? homeostazinin genomik kontrolii de VDR aracilifiyla

diizenlenmektedir (Hujoel, 2013; Pilz ve digerleri, 2019; Schroth ve digerleri, 2013).

VDR, steroid/tiroid hormonu niikleer reseptor siiper ailesinin bir {iyesidir. VDR geni,
12°nci kromozomun uzun kolu, 12ql12-q14 (12q13.11) iizerinde bulunmakta ve
oldukca polimorfiktir (Dayangag, Ozaydin, Gerceker, Coskun ve Yurter, 2002; Ye,
Reis ve Velho, 2000).

1,25(OH);D’ye bagimli gen transkripsiyonu, VDR ve hedef genin promotdr
bolgesindeki 6zel D vitamini cevap elementine (Vitamin D Response Element, VDRE)
baghdir (Ferrari, Bonjour ve Rizzoli, 1998; Issa, Leong ve Eisman, 1998; Kitagawa,

Kitagawa, Kawase, Nagaya ve Tokudome, 1998). Kemik ve Ca*2-P-

metabolizmasini
kontrol etmekte olan D vitamini hormonunun etki mekanizmasinin diizenlemesinde
gorev alan VDR, bu gorevini farkli genlerin transkripsiyonunu kontrol ederek
gerceklestirmektedir. VDR geni transkripsiyonunda, dolagimda aktif olan D vitamini
hiicre duvari ve sitoplazmay1 gecerek niikleusa ulasir ve VDR 'ne baglanir. Daha sonra
bu kompleks retinoid X reseptoriine (retinoid X receptor, RXR) ve daha sonra DNA’da
bulunan VDRE bdlgesine baglanmaktadir. Sonu¢ olarak 1,25(OH).D-VDR-RXR-
VDRE etkilesimleri ile gende DNA transkripsiyonu ger¢eklesmekte ve bu aktivite de
koaktivator ve koreseptorlerle kontrol edilmektedir (Al Mheid, Patel, Tangpricha ve
Quyyumi, 2013; Ambrish ve Gladwin, 2021; Mizwicki ve Norman, 2009; Narvaez,
Zinser ve Welsh, 2001; Szodoray ve digerleri, 2008). Genellikle her gen i¢in farkli bir
VDRE gorev almaktadwr. VDR, D vitamininin aktif ve hormonal formu olan
1,25(OH)>D’nin baglanmasiyla, Ca*? dengesini saglayacak olan proteinleri kodlayan

genlerin ekspresyonunu saglamaktadir (Elaroussi, Prahl ve DeLuca, 1994; Ferrari ve

digerleri, 1998).

2.3.3.VDR Geni Varyasyonlari

VDR geninin sik goriilen ve bazi sorunlara yol agabilen, dnemli polimorfizmleri
bulunmaktadir. NM_000376.3 transkribine (NM referans dizisi) gore genin 3.
ekzonunda FokI (rs2228570) polimorfizmi yer almaktadir. Apal (rs17879735), Bsml
(rs1544410), Cdx-2 (rs11568820) polimorfizmleri ekzon-intron bileskesinde
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(NM _000376.3) ve 10. ekzonda (NM_000376.3) Taql (rs17880019) polimorfizmi yer
almaktadir. Bu polimorfizmleri belirlemek i¢in ayni isimlere sahip restriksiyon
enzimleri kullanilmaktadir (Audi, Garcia-Ramirez ve Carrascosa, 1999; Kocat, Sel ve
Kasap, 2011; H. Zhou, Xu ve Gu, 2009). Bu polimorfizmler SNP tipi polimorfizmler
arasmdadir. Ornegin, Taql polimorfizmi T—C degisimi ile ATT kodonunun ATC ye
doniismesine sebep olmaktadir. Bu polimorfizm fonksiyonel olmayan, sessiz bir
polimorfizm olarak adlandirilmaktadir. FokI polimorfizmi ise fonksiyonel bir
polimorfizmdir. Kesimin oldugu allelde (f alleli) transkripsiyon ilk ATG dizisinden
basladigindan normal transkrip, kesim yoksa (F alleli) transkripsiyon bir sonraki ATG
dizisinden basladig1 icin transkrip daha kisa (fonksiyonel) olmaktadir (Audi ve
digerleri, 1999; Dayangag ve digerleri, 2002; Zmuda, Cauley ve Ferrell, 2000). VDR
genindeki polimorfizmlerin neden oldugu reseptordeki varyasyonlar, hiicrelerin D
vitamini uyarisina karsi tepkisini degistirebilmektedir (Souza ve digerleri, 2007).
Reseptoriiniin  ekspresyonundaki veya islevindeki kiigiik farkliliklar, diger hedef
genlerin diizenlenmesinde biiyiik farkliliklara neden olabilmektedir (Bouillon, 2015;

Haussler ve digerleri, 2013).

D vitamini metabolizmasinda yer alan enzimlerdeki mutasyonlar, rasitizm gibi
hastaliklara neden olmaktadir (Bikle ve Christakos, 2020). Bu hastalarda serum Ca*?
ve P diizeyleri diisiiktiir. Dolasimda PTH ve alkalen fosfataz (ALP) seviyeleri ise
yiiksektir. Yine bu hastalarda 1,25(OH).D seviyeleri oldukga yiiksektir. Ragitizm
goriilen 100°den fazla hastada en az 49 farkli mutasyon tanimlanmistir (Feldman ve

Malloy, 2014; Malloy ve digerleri, 2014).

2.3.4. Polimorfizimleri Tamimlama Teknikleri

Genetik ¢aligmalarda, DNA’daki veya proteinlerdeki belirtecler organizmalar arasi
genetik ve molekiiler benzerlik veya farkliliklar1 ortaya ¢ikarabilmekte olup, en sik
kullanilan belirtegler DNA’daki SNP’ler ve mikrosatellit degisiklikleridir (1-5
niikleotidlik basit dizi tekrarlar1). Kan, sag, deri ve spermiumdan DNA izole edildikten
sonra, polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) yolu ile
cogaltilip, baz1 restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile polimorfizmler
belirlenmektedir. PCR, 1980’lerde Mullis tarafindan gelistirilen, zincir reaksiyonlar

ile 0zgiin bir DNA bolgesinin milyonlarca kopyasmin olusmasini saglayan bir
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tekniktir. Niikleik asitlerin canli organizma diginda uygun kosullar altinda ¢ogaltilmasi
esasina dayanmaktadir. PCR testi istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden

olusmaktadir (Ekmekgi, 2021).

2.3.5. DNA Dizilim Analizi

Niikleik asit dizilimi ile gen ekzonundaki kodonlarin ve gen diizenleyici bolgelerin,
mutasyonlarin ve polimorfizmlerin belirlenmesi saglanmaktadir. Siklikla kullanilan
dizilim analiz yontemleri, Sanger’in enzimatik dizilim yontemi ve Maxam Gilbert’in
kimyasal yontemidir. Yeni teknikler gelistirilmesine ragmen, Sanger yontemi daha
yaygm olarak kullanilmaktadir (Ekmeke¢i, 2021). Bu teknikte bir DNA primeri,
denatiire olmus bir DNA kalib1, deoksiriibontikleotid trifosfat (deoxyribonucleotide
triphosphate, ANTP) ve DNA polimeraz bir reaksiyon tiipiinde hibridize edilmektedir
(Thieman ve Palladino, 2013).
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3. Gere¢ ve Yontem

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu calisma gozlemsel tip kesitsel bir caligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu c¢alisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Saglikli Cocuk Poliklinigi ve Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi Dis Hekimligi Kliniginde
gergeklestirilmistir. Calismanin veri toplama asamasi Aralik 2021-Mart 2022 arasinda

tamamlanmastir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Bu ¢ahigmaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Saghkli Cocuk Poliklinigine ve Ege
Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Hastanesi Dis Hekimligi Klinigine tedavi ve kontrol
amaciyla bagvuran, 3-6 yas arasi, sistemik olarak saglikli, 64 ¢iiriiksiiz ve 64 cliriiklii,

128 ¢ocuk dahil edilmistir.

3.4. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma i¢in, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulundan
26.08.2021 tarihli 21-8T/64 karar numarasi ile etik kurul onay1 (Ek-1) alimmustir.

Calismaya katilan ¢ocuklar ve ebeveynler bilgilendirilerek onaylar1 alindiktan sonra,
ebeveynler i¢in bilgilendirilmis goniilli olur formu (Ek-2) imzalatilarak arastirmaya
dahil edilmiglerdir. Ebeveynlere prosediirler ve olasi risklerin yani sira, olas1 faydalar
aciklanmistir. Bu form ayrica, arastirmayi agiklayan bilgileri, hastanin sahip oldu
haklariyla ilgili bilgileri ve hastanin hicbir iicret 6demeyecegine dair ek bilgileri

icermektedir.
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3.5. Hasta Secim Kriterleri

Calismaya dahil edilme kriterleri;

e Cocuklarm 3-6 yas araliginda olmasi

e Sistemik olarak bir hastaliginin olmamasi
e Cocugun fiziksel engelinin bulunmamasi

e Son 1 yil icerisinde kan tahlili yaptirmamis olmasi

3.6. Arastirma tasarimi

Gozlemsel tip, kesitsel bir ¢alisma olan arastrmamizin ¢alisma siireci, biyokimyasal

testler ve genetik testler olarak iki asamadan olugmustur.

Calismamizin biyokimyasal ayag i¢in 6rneklem sayisi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik ve T1ibbi Bilisim Anabilim Dali tarafindan yapilan gii¢ analizi sonucunda
belirlenmistir. Ciirtigi olan ve olmayan 2 grup arasinda 25(OH)D diizeylerinin
bagimsiz iki grup t-testi ile karsilastirilmas1 dngériilmiistiir. iki grup arasinda orta sinif
(medium class) etki biiytikliigiindeki (d=0.50) bir farkliligi 0.05 tip 1 hata ve %80 gii¢
diizeyinde anlamli bulabilmek i¢in her grupta 64 hasta olmasinin yeterli oldugu
hesaplanmistir. Calismaya 64 c¢iiriiksiiz ve 64 clriikkli ¢ocuk olacak sekilde
gruplandirmalar yapilarak sistemik olarak saglikli 3-6 yas arasi toplam 128 ¢cocuk dahil

edilmistir.

Her iki gruptan on tiger, toplam 26 ¢ocuga genetik analiz yapilmistir. Tiim D vitamini

Olciimlerinin, kis aylarinda yapilmasi saglanarak standardizasyon saglanmaistir.

3.7. Veri Toplama Yontemleri ve Kullanilan Gerecler
3.7.1. Dental Muayene ve Anket Uygulamasi

Hastalarm agiz i¢i muayeneleri, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi Dis
Hekimligi Kliniginde, ayn1 arastirmaci tarafindan, agiz i¢i aynasi ve muayene sondu
kullanilarak dis hekimi koltugunda, reflektor 15181 altinda ayni arastirmaci tarafindan

yapilmustir.
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Muayene bulgular1 dmft indeksleri kullanilarak Diinya Saghk Orgiitii (DSO)
kriterlerine uygun olarak olgu formuna kaydedilmistir (WHO, 1997). Olgu formu Ek-

3’te goriilmektedir.

Calismaya dahil edilen ve agiz i¢i muayeneleri yapilmis olan tiim cocuklara ve
ebeveynlerine oral hijyen egitimi verilmis, ailelere ¢ocuklarinin agiz-dis sagligi
durumlar1 ile ilgili bilgi verilmistir. Tedavi ihtiyaci olan hastalar, klinigimize

yonlendirilmistir.

Tiim ebeveynlere, ¢ocuklarinin agiz ve dis sagligini korumak amaciyla yaptiklar
uygulamalar hakkindaki bilgi diizeyleri ile oral hijyen ve beslenme aligkanliklarini ve
D vitamini ile ilgili yaklagimlarini 6lgcen anket sorular1 uygulanmistir. Ankette sorulan

sorular Ek-4’te verilmistir.

3.7.2. Calismada Kullamlan Biyokimyasal Parametreler

Calisma grubu ve kontrol grubundaki tiim ¢ocuklardan biyokimyasal parametrelerin
Olciimii i¢in 3 tlip vendz kan 6rnegi alinmistir. Vendz kan 6rneginin alimi goriintiisi

Resim 1°de verilmistir.

e Serum Ca™, P2 ve ALP seviyelerinin dl¢iimii i¢in kan 6rnegi sar1 kapakli jelli

tiip igerisine enjekte edilmistir.

e Serum D vitamini seviyesinin 6l¢limii i¢in kan 6rnegi mor kapakli etilendiamin
tetraasetik asitli (ethylene diamine tetra acetic acid, EDTA) tiip icerisine

enjekte edilmistir.

e Tam kan sayimi1 (hemogram, complete blood count, CBC) testi i¢in kan 6rnegi,
mor kapakli EDTA’l1 tlip icerisine enjekte edilmistir. Tam kan sayimi

sonucunda HGB degerleri kaydedilmistir.
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Kan 6rneklerinin alindig: tiipler Resim 2’de gosterilmistir.
Kan 6rnekleri, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari tarafindan

analiz edilerek degerlendirilmistir. Kan serum diizeyleri, kanlarin toplandigi giin

degerlendirilerek ¢aligmaya dahil edilmistir.
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Resim 1. Cocuklardan vendz kan 6rnegi alinmasi
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Mor kapakli
EDTA’l tiipler

Resim 2. Kan 6rneklerinin alindi8: tiipler

Sar1 kapakli
jelli tiip
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3.7.2.1. Serum D Vitamini Diizeyi Ol¢iimii:

Tiim cocuklarin serum 25(OH)D diizeyleri, likit kromatografi/kiitle spektrometri
(liquid chromatography/mass spectrometry, LC/MS) yontemi ile analiz edilerek
degerlendirilmistir. Analizler Agilent 6460 Triple Quadripole, LC/MS cihazinda
gerceklestirilmistir (Agilent Tecnologies Inc, Kaliforniya, Amerika).

Serum D vitamini 6l¢tim araligi 1-250 ng/mL’dir.
Toplam (glin i¢i, glinler arasi) ylizde varyasyon katsayis1 (percent coefficient of

variation, %CV): <%10’dur.

Serum D vitamini diizeyi 6l¢ciim asamalar

Ornek hazirlig1 dncesi ilk olarak, reaksiyon tiipii icerisine 50 mikrolitre (uL) kalibrator
ve 100 pL internal standart calisma soliisyonu eklenmistir. Ornekler kisa siire
vortekslenerek homojenize edilmislerdir. Ardindan 15 dk siire ile 2-8 derece Celsius
(degrees Celsius, °C)’de bekletilmislerdir. Son olarak 5 dk 14000 rpm’de (dakikadaki

devir sayisi) de 5 dk santrifiij edilmis ve cihaza yliklenmislerdir.

Ornek hazirhg:

Cocuklardan kan alinmasi1 sonrasi, EDTA’I1 tiipler 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Elde edilen plazma siipernatantindan 50 pL almarak, 150 pL internal
standard ¢alisma soliisyonu ile karistirilmistir. Ornekler vortekslenerek homojenize
edilmis ve 2-8°C’de 15 dk bekletilip, 5 dk 14000 rpm de santrifiij edilerek drneklerin

hazirlig1 tamamlanmistir.

Orneklerin cihaza yiiklenmesi:
Ornek yiikleme tabaklarina, 150 pL &rnek eklenerek, tabaklar cihaza yiiklenmistir.
Calisma stiresi: 3 dk’dur.

25-Hidroksivitamin D konsantrasyonunun hesaplanmasi:

Yiikleme sonrasi 1-3 dk igerisinde drneklerin analizi yapilarak kalibrasyon grafikleri

ve denklemleri olusturulmustur. 25(OH)D konsantrasyonu, pik noktalarinin altinda
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kalan alanlar baz alinarak kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir. Konsantrasyonlar,

bu denklemler kullanilarak cihaz yazilimi tarafindan otomatik olarak hesaplanmstur.

Serum D vitamini konsantrasyonlar1 iki ayr1 referans araligina gore kaydedilmistir. Bu

referans araliklar1 Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1. Serum D vitamini konsantrasyonu i¢in ¢aligmada kullanilan temel referans

araligr (Almoudi, Hussein, Abu Hassan ve Schroth, 2019; Gyll ve digerleri, 2018;

Krawiec ve Dominiak, 2021; Reed ve digerleri, 2017; Schroth, Rabbani, Loewen ve

Moffatt, 2016b; Seminario ve digerleri, 2018; Silva ve digerleri, 2021; van der Tas ve

digerleri, 2018);

D vitamini diizeyi

Ciddi eksiklik 0-9 ng/mL
Eksiklik 10-19 ng/mL
Suboptimal diizey 20-29 ng/mL
Optimal diizey 30-49 ng/mL
Yiikseklik 50 ng/mL ve lizeri

Tablo 2. Serum D vitamini konsantrasyonu i¢in Ege Universitesi Tip Fakiiltesi

referans araligi;

D vitamini diizeyi

Belirgin eksiklik 10 ng/mL ve alt1
Hafif-orta derecede eksiklik 10-19 ng/mL
Ideal diizey 20-50 ng/mL
Hiperkalsiiiri i¢in artmus risk diizeyi 51-80 ng/mL
Toksisite olasilig1 80 ng/mL ve lizeri
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3.7.2.2. Serum Ca™*? Diizeyi Ol¢iimii:

Tiim ¢ocuklarin kandaki serum Ca*? diizeyleri fotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

Kullanilan 6l¢iim kiti Cobas Calcium Gen2’dir (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Almanya).
Serum Ca' iyonlari, alkali ortamda 5-nitro-5’-methyl-BAPTA (NM-BAPTA) ile
kompleks olusturur ve EDTA ile reaksiyona girer. Absorbans degisimi direkt olarak

serum Ca*? konsantrasyonu ile dogru orantihdir.

Serum Ca™ diizeyi 6lgiim araligi 0.8-20.1 miligram/desilitre (mg/dL, 0,20-5,0
mmol/L)’dir.

Toplam (giin i¢i ve giinler aras1) %CV: 2 seviye kontrol serumunda %0,8’dir.

Yas araliklarma gore serum Ca*? diizeyi referans araligi Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Yas araliklarina gore serum Ca*? diizeyi referans aralig

0-10 giinliik ¢ocuklarda 7,6-10,4 mg/dL
11 gilin-12 yas aras1 ¢ocuklarda 8,8-10,8 mg/dL
12 yas lizeri cocuklarda 8,6-10,2 mg/dL
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3.7.2.3. Serum P Diizeyi Ol¢iimii:

Tiim g¢ocuklarin kandaki serum P diizeyleri amonyum fosfomolibdat kompleksi
olusturarak fosfatin amonyum molibdat ile reaksiyonuna dayali olarak indirgemesiz

reaksiyonla 6l¢iilmiistiir.

Kullanilan 6l¢tim kiti Cobas Inorganic Phosphorus Gen2’dir (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Almanya).

Amonyum fosfomolibdat kompleksi 340 nanometre (nm) ultraviyole (UV) dalga

boyunda fotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.

Serum P~ diizeyi 6l¢iim aralig1 0,3-20 mg/dL (0,1-6,46 mmol/L)’dir.

Toplam (giin i¢i ve giinler aras1) %CV: 2 seviye kontrol serumunda %1,2’dir.

Serum P~ diizeyi referans aralig1 3,1-6 mg/dL’dir.

3.7.2.4. Serum ALP diizeyi 6l¢iimii:

Tim ¢ocuklarin kandaki serum ALP diizeyleri, standart metodla kolorimetrik olarak

Olclilmiistiir.

Kullanilan 6l¢iim kiti Cobas Alkaline Phosphatase acc. to IFCC Gen2’dir (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya).

Magnezyum ve ¢inko iyonlarinin varliginda, p-nitrofenil fosfat, fosfatazlar tarafindan
fosfat ve p-nitrofenole ayrilir. Salinan p-nitrofenol, absorbanstaki artigin 6l¢iilmesiyle
belirlenen katalitik ALP aktivitesi ile dogru orantilidir.

Serum ALP diizeyi 6l¢lim araligi: 5-1200 iinite/litre (units per litre, U/L)'dir.

Toplam (giin i¢i ve glinler aras1) %CV: 2 seviye kontrol serumunda %2,4 tiir.

Serum ALP diizeyi referans aralig1 142-335 U/L’dir.
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Cocuklarin kanlarinda élgiilen Ca*2, P ve ALP parametreleri Roche, Cobas ® 8000

modiiler analizérii cihazinda (Roche Diagnostics, Basel, Isvicre) analiz edilmistir.

3.7.2.5. Hemogram Testi:

Tiim ¢ocuklarm kanlarindaki eritrosit (RBC), 16kosit (WBC), trombositlerin (Plt) cok
kanalli otomatik akim sitometrik sayimi Sysmex XN3100 (Sysmex Corporation,
Norderstedt, Almanya) cihazlarinda yapilmistir. Akim sitometrisi sirasinda hiicrelerin
secilmesi ve ayrimi i¢in impedans, radyo dalgasi ve optik sacilma (scatter) yontemleri

kullanilmastir.

Hemogram testleri ile elde edilen sonuglardan serum HMG diizeyleri kaydedilmistir.

Serum HGB diizeyi referans araligi 11,0-14,0 gr/dL’dir.
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Calismada cocuklara ait biyokimyasal veriler, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi

Hastanesi Tibbi Laboratuvar Tetkik Sonu¢ Raporu kullanilarak kayit altina alinmistir

(Resim 3).

T.C

EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTEST HASTANESI

TIBBi LABORATUVAR TETKIK SONUC RAPORU (TIBBi BiYOKIMYA)
(Laboratuvar Ruhsat No: 424/01)

24.01.2022 14:01

Hasta Adi Soyadi
T.C.Kimlik No

Dogum Tarihi, Cinsiyeti
Protokol/Laboratuvar No

Rapor Numarasi

Tetkiki isteyen
Dog.Dr. FEYZAKOC

COCUK SOSYAL PEDIATRI POLK.

Numune Tiirii: Kan

Tetkik istek Zaman:
21.01.2022 11:56:00

Numune Ahm Zamani:

Numune ilk Kabul Zaman:

21.01.2022 13:22:21

Uzman i1k Onay Zamani:

EUTF HASTANESI 21.01.2022 13:06:56 21.01.2022 13:48:07
Referans
. . Arahig
Tetkik Adi Sonug Durum Birim /Karar Aciklama
Simir#
Alkalen Fosfataz 312 U/L 142 - 335
Kalsiyum 9 mg/dL 8.6-10.2
Fosfor 4.6 mg/dL 3.1-6
<10 Belirgin
cksiklik
10 - 19 Hafif -
Orta derccede
eksiklik
20 - 50 ideal
25-hidroksi Vitamin D 17 ng/mL diizey
51-80
Hiperkalsiiri igin
artmig risk
>80 Toksisite
olasihfn
*#** TAM KAN SAYIMI ***
Likosit 9.68 10A3/uL 50-145
Nétrofil % 56.8 Y % 30-55
Lenfosit % 35 % 30-48
Monosit % 6.2 % 0-7
Eozinofil % 14 % 0-41
Bazofil % 0.6 % 0-1.8
Tmmatiir Graniilosit % 0.3 % <05
Notrofil # 549 1073/ 15-80
Lenfosit # 3.39 10A3/uL 15-70
Monosit # 0.6 10A3/uL 0-0.8
Eozinofil # 0.14 10A3/uL 0-045
Bazofil # 0.06 10A3/uL 0-02
Immatiir Graniilosit # 003 Y 1073/uL <0.03
NRBC% 0 %
NRBC# 0 10A3/uL
Eritrosit 433 1076/uL 37-49
Hemoglobin 11.8 g/idL 11.0-14.0
Hematokrit 35.7 % 32-42
MCV 824 L 73 -85
MCH 273 pg 25-31
MCHC 33.1 g/dL 32-37
‘RDW-CV 13.2 % 115-145

Resim 3. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Laboratuvar Tetkik Sonug

Raporu Ornegi
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3.7.3. Verilerin Analizi

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi, SPSS 25.0 (Statistical Product and
Service Solutions, IBM, New York, Amerika) programi kullanilarak yapilmistir.
Stirekli verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogrov Smirnov testi ile

degerlendirilmistir.

Tanimlayic1 istatistikler; normal dagilmayan 6l¢iim verileri i¢in ortanca (minimum-—
maksimum), sayim verileri ise say1 (n) ve yiizde (%) olarak sunulmustur. Tanimlayic1
istatistikler; normal dagilan 6l¢iim verileri i¢in ortalama (X) arti-eksi Standart Sapma

(£SS) olarak verilmistir.

Analitik degerlendirmede sayim verilerinde gruplar1 karsilastirmak i¢in ki-kare ve
trend varliginda ki-kare trend testi kullamilmistir. Olgiim degiskenlerinin gruplar arasi
karsilagtirmasinda, 6l¢iim degiskenlerinin her grupta normal dagilip dagilmadigina
bakilmistir. Normal dagilan veriler i¢in ikili gruplarin karsilastirmasi Student T testi
ile, normal dagilmayan veriler i¢in ikili gruplarin karsilastirmas1 Mann Whitney U testi

ile yapilmastir.

Uc ve daha fazla grubun karsilastirilmasi, normal dagilmayan degisken varligi
nedeniyle Kruskal Wallis Testi ile yapilmistir; gruplar arasi fark saptanmadigindan
post-hoc testi yapilmamuistir. Tip 1 hata diizeyi (o)) 0,05 olarak alimastir.
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3.7.4. Genetik Testler

Ciiriikstiz ve ¢iiriiklii gruplardan on iicer ¢ocuk, ¢aligmanin genetik ayagina dahil

edilmistir.

Pediatrik Popiilasyonda Yiiriitiilen Klinik Arastrmalarda Etik Yaklasimlara Iliskin
Kilavuz (T.C. Saglik Bakanligi, 2015) dogrultusunda ¢ocuklarda bir defada alimacak
kan miktar1 0,8 mililitre/kilogram (mL/kg)’1 gegmeyecek sekilde ayarlanmistir.

Toplam 26 ¢ocuktan, genetik analizlerin yapilabilmesi i¢cin mor kapakli EDTA’1 bir
tiip icine 2 mL vendz kan alinmistir. Alman kan 6rnekleri uygun transport kosullari

saglanarak Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalma iletilmistir.

Alman kan &rnekleri toplu olarak ¢alisilmak iizere, analizler yapilana kadar -20°C’de

saklanmustir.

VDR geni varyantlarmin belirlenmesi amaciyla alinan kan orneklerine uygulanan
genetik islemlerin basamaklari:

e Genomik DNA izolasyonu

e Izole edilen DNA’larin konsantrasyonunun ve kalitesinin dl¢iilmesi

e PCR yontemi ile genlerin ¢ogaltilmas1 (PCR amplifikasyonu)

e Agaroz jel elektroferezi ile amplifikasyon kontrolii

e PCR iiriinlerinin 1. Saflastirilma islemi

e DNA dizi analizi (Sanger dizi analizi yontemi ile)

e PCR {iriinlerinin 2. Saflastirilma islemi

e Orneklerin kapiller elektroforezde dizilenmesi ve sonuglarin analizi
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3.7.4.1. Genomik DNA izolasyonu

EDTA’l tiiplere alinan vendz kan drneklerinden, QIAcube Robotik DNA izolasyon
cihaz1 ile QIAcube AllPrep DNA/RNA FFPE (Product No:80234, QIAGEN,
Almanya) kiti kullanilarak, genomik DNA izolasyonu yapilmistur.

Genomik DNA izolasyonu uygulama asamalart:

e Olgulardan alman ve -20°C’de saklanan kan Orneklerinin oda i1sisinda
¢Oziilmesi saglanmistir.

e Her bir 6rnekten 100 pL kan, kit i¢inde bulunan tiiplere alinmig ve spin
kolonlara aktarilmistir.

e Kit icerisinde bulunan 20 pL proteinaz K, 20 uL RNAase A ve 200 puL
lizis/baglanma tamponu (lysis/binding buffer) tiiplere eklendikten sonra
55°C’de 10 dk inkiibasyona birakilarak, protein yikimi saglanmistur.

e Daha sonra c¢ozelti %100 alkol ile muamele edilip yikama islemlerine
gecilmistir. Yikama islemleri igin %100 alkol eklenmis yikama soliisyonlari
kullanilmistir.

e Yikama islemlerinden sonra 100 pL eliisyon soliisyonu ile saflastirilan DNA,
spin kolonlardan santrifiij yontemi ile toplam hacim 100 pL olacak sekilde

1zole edilmistir.

3.7.4.2. izole Edilen DNA’larin Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Olciilmesi

Elde edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklar1 ThermoScience NanoDrop™
One/OneC spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

Amerika) ile 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 25-80 ng/ul araliginda, saflik degerleri
(A260/280 oranlar1) ise 1,70-1,85 araliginda bulunmustur. Her bir cocugun kanindan
izole edilen DNA o6rneginin konsantrasyonu ve safligi ¢aligma igin yeterli olarak

degerlendirilmistir.
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3.7.4.3. PCR Yontemi ile Genlerin Cogaltilmasi
Incelenecek gen bdlgeleri, uygun primerler kullanilarak, elde edilen DNA’lardan PCR
yontemi ile ¢ogaltilmistir. Kullanilan PCR cihazi, ProFlex™ 3 x 32-well PCR System

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Amerika)’dir (Resim 2).

PCR yontemi ile genlerin ¢ogaltilma (PCR amplifikasyonu) asamalari:
e Genlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizilerinin dizayn edilmesi
e PCR karisiminin hazirlanmasi

e PCR uygulamasi ile genlerin ¢cogaltilmasi
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Resim 4. Genlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR cihazi, ProFlex™ 3 x 32-well PCR

System (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Amerika)
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3.7.4.3.1. Genlerin Cogaltilmasinda Kullamlan Primer Dizilerinin Dizayni
Liyofilize halde teslim edilen primerler, 100 mikro molar (uM) derisimli stok elde
etmek i¢in steril ortamda, c¢ift-distile su (double-distilled water, ddH>O) kullanilarak
sulandirilmigtir. Stok soliisyonlardan ise PCR reaksiyonlarinda kullanilmak tizere 10
pikomol/mikrolitre (pmol/uL) konsantrasyonda 100 pL primer c¢dozeltisi elde

edilmistir. Kullanilan primerlerin listesi Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Dizi analizlerinde kullanilan primerler

Konum

Primer Yonii

Primer Dizileri (5’-3°)

[leri GCACCAAGGATGCCAGC
3

Geri CCTTCATGGAAACACCTTGC

Tleri GTGATGACAGGGTGAGGAGC
4

Geri AAGGCCTTTCCCTGACTCC

fleri AAGGTTTCCTGGAGGAGCTG
5

Geri CCCTCTGTCCCTACTCCCTG

Tleri ATCAGGGCCAAGGTAGGAAG
6

Geri GTGCGGTGGACTCCTCG

fleri CAGAGGGAAGCCTGGGGCT
7

Geri GTGGTGGATGAGTGATCTCCAACCC

Tleri TGATTTGTGTGGCTTGAAGG
8/9

Geri TTTGTCCTTCATACTCCCCG

Tleri GGTGGTGGGATTGAGCAG
10

Geri ACGTGGCCCTGGAGGAG
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3.7.4.3.2. PCR Kansiminin Hazirlanmasi

Her bir kan 6rnegi i¢in hazirlanan total PCR karigimi 25 pL olmustur. Primerler, Taq
Polimeraz, H,O, 10X buffer, MgCl, ve dNTP’den olusan karisim tiim reaksiyon
tiiplerine dagitilmistir. Her bir tiipte toplam 100 nanogram (ng) DNA olacak sekilde

DNA o6rnekleri eklenmistir. Karisim icerigi Tablo 5’te gdsterilmistir.

Tablo 5. PCR reaksiyonu karisim icerigi

Icerik Miktar
[leri yonlii primer 1 uL
Geri yonlii primer 1 uL
Taq polimeraz 0,5 uL
DNA 100 ng
H>O 12,5 uL
10X buffer 2,5 uL
MgClz (25 milimolar (mM)) 2,5 uL
dNTP (10 mM) 1,2 uL
Toplam Hacim 25 pLL

35



3.7.4.3.3. PCR Uygulamasi ile Genlerin Cogaltilmasi

PCR islemi i¢in uygulanan protokol Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. PCR uygulama protokolii

PCR déngiisii PCR sicakhik Inkiibasyon Dongi sayisi
kosullarn zamani
Baslangi¢ 94°C 5 dk 1
denatiirasyonu
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 60°C 30 sn 35
(annealing)
Uzama o
(elongation) 72°C 45 sn
Final uzama 72°C 5dk 1
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PCR uygulama protokolii dogrultusunda, izole edilen genlerden 94°C’de 5 dk’lik 6n
1sitma ile baslangi¢ denatiirasyonu (DNA zincirinin agilmasi) yapilmistir. Ardindan 35
dongii seklinde, denatiirasyon, baglanma ve uzamadan olusan 3 asamali islem
basamaklar1 uygulanmistir. Denatiirasyon agsamasinda DNA 94°C’de 30 sn tutularak,
¢ift sarmal yapidaki DNA iplik¢ileri birbirinden ayrilmistir. Ikinci asamada reaksiyon
sicaklig1 30 sn siire ile 60°C’ye diisiirtilerek oligoniikleotid primerlerinin ayrilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsiik gelen bolgeye yapismasi islemi
gerceklesmistir. Uciincii asamada DNA zincirlerine yapisan primerlerin, DNA
polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) araciligiyla uzatilmas: saglanmstir. Islem
DNA polimeraz enzimi en iyi 72°C’de calistigi i¢in, 45 sn 72°C’de yapilmustir.
Dongiiler tamamlandiktan sonra 72°C’de 5 dk final uzama islemi
yapilmistir. Amplifikasyon iriinleri PCR programi bittikten sonra +4°C’de

saklanmustir.

3.7.4.4. Agaroz Jel Elektroforezi ile Amplifikasyon Kontrolii

PCR yontemi ile amplifiye olan genlere ait DNA bdlgelerinin kontriilii %2°lik agaroz
jel hazirlanarak PCR iiriinleri agaroz jele yiiklenmistir. 100 ml’lik erlen igine, 2 gr
agaroz ve 100 mL 0,5X Tris-Borat-EDTA (Tris-Borate-EDTA, TBE) tampon ¢ozeltisi
konulup mikrodalga firinda 1sitilarak eritilmistir. Erlenin sicakligi 50-55°C’ye gelip,
berrak goriiniim saglaninca, TBE tampon ¢6zeltisinde ¢dzlinen agaroz jelin igine 16
pL etidyum bromiir (10 mg/mL) eklenip karistirilarak, hazirlanan jel tabagina
dokiilmiistiir. Jelin donmasi i¢in beklenmis, ardindan bir parca parafilm iizerine 5 pLb
orange G ve 5 uL PCR firiinii karistirilip, jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Elde edilen
PCR firiinlerinin dogru amplifikasyonunun dogrulugunu kontrol etmek amaciyla, her
jele marker yiiklenmistir. 120 volt akimda yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileme sistemi
ile incelenmistir. Her bir ekzon i¢in beklenen baz ¢ifti uzunlugunda bantlar net bir
sekilde jelde goriildiikten sonra, PCR f{irlinlerinin elektroforetik kontrolleri

tamamlanmuistir.

3.7.4.5. PCR Uriinlerinin 1. Saflastirnllma Islemi

PCR iirlinlerinin, igerisindeki fazla PCR bilesenlerinden ayrilmasi amaciyla

saflastirilma (piirifikasyon) islemi yapilmigtir.
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Purifikasyon iglemi i¢in GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, Amerika) kullanilmigtir. Piirifikasyon islemi, kit protokoliine uygun

olarak spin kolonlarda gerc¢eklestirilmistir.

3.7.4.6. DNA Dizi Analizi (Sanger Dizi Analiz Yontemi)

Sanger (dideoksi) DNA dizi analizi yontemi, en ¢ok kullanilan metottur. Buna zincir

sonlandirma metodu da denir.

PCR isleminin ardindan elde edilen iirlinler, birinci saflastirma islemini takiben

primerler, normal niikleotidler, dideoksi niikleotidler ve DNA polimeraz enzimi ile

karistirilarak dizi analizi karisimi hazirlanmistir. Karisim igeriginin agiklamasi Tablo

7’de verilmistir.

Tablo 7. Dizi analizi karigimi icerigi

Primer

DNA tek zincirine baglanan kisa dizidir

Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP)

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Dideoksiniikleotid trifosfat (ddNTP)

ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP

DNA polimeraz

Enzim
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DNA, 4 adet ANTP molekiiliiniin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) birbirine baglanmas1
sonucu olugan dev bir polimerdir. Her yeni niikleotid bir dnceki niikleotidin 3' OH
ucuna eklenmistir. ddNTP ise 3' OH ucu igermez. Dolayisiyla boyle bir molekiil zincir

uzamasini durdurur ve zincirin son niikleotidini olusturur.

Dizisi saptanacak olan kalip DNA, tek dizi halinde hazirlanmistir. Bu kalip DNA’nin
yanina, 4 dNTP’ten de (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) bol miktarda i¢eren bir karisim,
her biri ayr1 floresan molekiille isaretlenmis ve dolayisiyla ayri renkler veren 4 ddNTP
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) iceren bir karistim ve DNA polimeraz enzimi
eklenmistir. ANTP’ler baglandik¢a zincir uzamaya devam etmistir. Rastlantisal olarak
ddNTP baglandiginda zincir uzamas: durmustur. Bu yolla farkli boyutlarda birgok
DNA pargasi elde edilmistir.

Dizi analizi asamasi i¢gin ABI Prism V1.1 cihazi (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Amerika) ve BigDye Terminatér Kit (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, Amerika) kullanilmistir.

Bu asamada;

e & uL BigDye PCR tiiplerine dagitilmistir

e Her tiip icin 7,5 pL ultra saf su kullanilmistir

e 0,5 uL ileri veya geri primeri kullanilmistir (Dizide taranacak bolgeye uygun
olarak tasarlanmistir)

e 4 uL purifiye PCR {iriinii kullanilmistir

e Total hacim 20 pL’dir.

e PCR karistimi ABI Prism 9700 PCR cihazinda (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Amerika) ¢alisilmistir.

e Perkin Elmer (<pe>) BigDye Terminator programi (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, Amerika) kullanilmistir.
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Dizi analizinde izlenecek PCR programi Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Dizi analizinde izlenecek PCR programi

PCR dongiisii BB Inkubasyon Dongii sayis1
kosullan zamani
Denatiirasyon 94°C 10 sn
Baglanma 50°C 5sn 25
Uzama 60°C 4 dk

PCR uygulama protokolii dogrultusunda, 25 dongii seklinde, denatiirasyon, baglanma
ve uzamadan olusan 3 asamali islem basamaklar1 uygulanmistir. Denatilirasyon
asamasinda DNA 94°C’de 10 sn tutulmustur. Tkinci asamada reaksiyon sicaklig1 30 sn
sire ile 60°C’ye diisiiriilmiistiir. Ugiincii asamada DNA zincirlerine yapisan
primerlerin 72°C’de 45 sn uzamasi saglanmistir. Dongiiler tamamlandiktan sonra PCR

iirtinleri +4°C’ de saklanmustir.

3.7.4.7. PCR Uriinlerinin ikinci Saflastirma islemi

Dizi analizi asamasindan sonra, elde edilen PCR f{iriiniiniin i¢erisindeki floresan isaretli
ddNTP’lar1 ve diger PCR bilesenlerini ortamdan uzaklastirmak amaciyla ikinci
saflastirma islemi yapilmistir (Bu asamada herhangi bir ticari purifikasyon kiti
kullanilabilir). Calismamizda bu islem i¢in Zymo Research DNA Sequencing Clean
Up Kit (DNA dizi analizi kiti) (Kaliforniya, Amerika) kullanilmistir. Piirifikasyon

islemi kit protokoliine uygun olarak spin kolonda gerceklestirilmistir.

40



3.7.4.8. Orneklerin Kapiller Elektroforezde Dizilenmesi

Floresan isaretli sonlandirici niikleotidler ile gergeklesen PCR islemi sonucu olugan
farkli boyuttaki DNA fragmanlarinin dizilenmesi i¢in kapiller elektroforez (ABI 3500,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Amerika) cihazi kullanilmistir (Resim 5) ve
10 pL piirifiye olmus iiriin cihaza yliklenmistir. Cihaza yiliklemeden 6nce 5 dk
denatiirasyon iglemi yapilmistir. Ardindan 2 dk buzda bekletilen Ornekler, cihaza
yiiklenmistir. ABI 3500 cihazindan elde edilen ham veriler, AB1 dosya formatinda
almmis ve sonuglar, CLC Bio software programi (CLC Bio, Arhus, Danimarka)

kullanilarak analiz edilmistir.

Bulunan mutasyonlar ve polimorfizmler, Ensembl (Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii
(EBI) tarafindan olusturulan DNA dizisi veri taban1) ve HGMD (insan gen mutasyonu
veritabani, the human gene mutation database) veri tabanlarindaki verilerle

karsilagtirilarak degerlendirilmistir.
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Resim 5. DNA fragmanlarinin dizilenmesi i¢in kullanilan kapiller elektroforez cihazi

(ABI 3500, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Amerika)
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4. Bulgular
4.1. Tiim Cocuklarin Tamimlayic1 Ozellikleri ile Tlgili Bulgular

Bu ¢alismada 17.12.2021-03.03.2022 tarihleri arasinda Ege Universitesi T1p Fakiiltesi
Cocuk Hastanesi Dis Hekimligi Klinigine ve Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Saglikli
Cocuk Bilim Dalma tedavi veya kontrol amaciyla bagvuran 3-6 yas arast 128 ¢ocuk
degerlendirilmistir. Tiim ¢ocuklarm tanimlayic1 degiskenleri (yas, cinsiyet) Tablo 9’da

verilmistir. Yaslara gore dagilim Sekil 1°de gosterilmistir.

Tablo 9. Calismaya katilan ¢ocuklarin tanimlayici 6zellikleri (n=128)

Degisken n (%)
3 16 12,5
4 27 21,1
Yas

5 31 24,2
6 54 42,2
TOPLAM 128 100
Kiz 64 50,0

Cinsiyet
Erkek 64 50,0
TOPLAM 128 100
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Grubun yas ortancast 5,00 (min. 3-maks. 6)’tir. Kiz (%50) ve erkek (%50) olmak tizere

cinsiyet dagilimi benzerdir. Cocuklarin yaglara gore dagilimlar1 Grafik 1°de

verilmistir.

3 yas
13%

4 yas
21%
n=27

24%
n=31

Grafik 1. Calismaya katilan ¢ocuklarin yaslara gore dagilimi
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Calismaya katilan ¢ocuklara ait biyokimyasal analizler sonucu elde edilen veriler

Tablo 10°da sunulmustur.

Tablo 10. Caligmaya katilan ¢ocuklara ait biyokimyasal veriler (n=128)

D vitamini HGB* Ca™ P ALP
(ng/mL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L)
Ortalama 19,19 12,10 9,68 4,82 204,63

Standart
9,36 1,01 0.37 0,42 47,99

Sapma

Ortanca 17,50 12,0 9,70 4,86 199,50
Minimum 3,0 7,30 8,80 3,76 77,0
Maksimum 50,0 14,30 10,60 6,05 339,0

*Hemoglobin (HGB) igin n=127 (1 ¢ocuga ait ornek hemolizli oldugu icin analiz
yapilamamaistir)
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Calismaya katilan ¢ocuklarin, analiz edilen D vitamini degerleri, ciddi eksiklik (0-9

ng/mL), eksiklik (10-19 ng/mL), suboptimal (20-29 ng/mL), optimal (30-49 ng/ml) ve

yiiksek (50 ng/ml ve {izeri) olacak sekilde gruplandirilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Calismaya katilan ¢ocuklarin 6l¢giilen degerlerine gére D vitamini (ng/ml)

kategorileri (Rusinska ve digerleri, 2018).

Kategori

n (%)
(D vitamini degerleri)
Ciddi eksiklik
16 12,5
(0-9)
Eksiklik
61 47,7
(10-19)
Suboptimal
28 21,9
(20-29)
Optimal
22 17,2
(30-49)
Yiiksek
1 0,8
(50 ve iizeri)
TOPLAM 128 100
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Calismaya katilan ¢ocuklarin 6lgiilen biyokimyasal degerlerine gore her degiskenin

kategorilerinin dagilimi Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Caligmaya katilan ¢ocuklarin Slgiilen biyokimyasal degerlerine gore her

degiskenin kategorilerinin dagilimi

Kategori Diizeyler n (%)
D vitamini Suboptimal ve alt1 (3-29) 105 82,0
(ng/ml) Obtimal ve iizeri (30-50) 23 18,0
HGB Normalin alt1 (11,5 alt1) 29 22,8
(g/dL) Normal deger (11,5-14,5) 98 77,2
Ca Normal deger (8,6 -10,2) 119 93,0
(mg/dL) Normalin iizeri (10,2 iizeri) 9 7,0
P Normal deger (3,1-6) 127 99,2
(mg/dL) Normalin iizeri (6 iizeri) 1 0,8
Normalin alt1 (142 alt1) 10 7,8

ALP
Normal deger (142-335) 117 91,4

(U/L)
Normalin iizeri (335 iizeri) 1 0,8
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Bu ¢ocuklarda dmft indeksi degerlendirilmis ve dmft ortalamasi 2,79+3,46 (n=128),
ortanca degeri ise 0,50 (min. 00-maks. 12,0) olarak bulunmustur. Kontrol grubundaki

64 cocugun dmft degeri 0°dur.

Calismaya katilan ¢ocuklarin ebeveynlerine agiz ve dis saglig1 aligkanliklarini ve D
vitamini seviyesini etkileyen faktorlerle ilgili 9 soruluk bir anket uygulanmig ve anket

sorularinin cevaplarmin dagilimlar1 Tablo 13’te verilmistir.
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Tablo 13. Anket sorularina verilen cevaplar

n (%)
Soru 1: Cocugunuzun disleri giinde kac kez fircalaniyor?
2 den az 89 69,5
2 ve lizeri 39 30,5
Soru 2: Cocugunuzun disleri kimin tarafindan fircalaniyor?
Kendisi 67 52,3
Ebeveyn gozetiminde 45 35,2
Ebeveyn tarafindan 16 12,5
Soru 3: Cocugunuz 6 ayda bir diizenli dis hekimine gidiyor mu?
Evet 8 6,3
6 aydan fazla arahklarla 8 14,1
Hayiwr 102 79,7
Soru 4: Cocugunuzun dislerine 6 ay icinde flor vernik/jel uygulamasi yapildi na?
Evet 2 1,6
Haywr 126 98,4
Soru 5: Florlu dis macunu kullamyor musunuz?
Evet 67 52,3
Hayir 61 47,7
Soru 6: Cocugunuz ana 6giinler arasinda seker tiiketiyor mu?
Hig 9 7,0
Nadiren 53 414
Her giin 66 51,6
Soru 7: Daha énce ¢cocugunuzun D vitamini 6l¢iimii yapildi nm?
Evet 28 21,9
Hayir 100 78,1
Soru 8: Cocugunuz D vitamini takviyesi veya multivitamin aliyor mu?
Evet 36 28,1
Hayir 92 71,9
Soru 9: Siit, peynir, yamurta, balik besinlerini tiiketiyor mu?
En az ikisini yemiyor 13 10,2
Nadiren 17 13,3
Her giin en az birini yiyor 98 76,6
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4.2. Ciiriiksiiz ve Ciiriiklii Cocuklarda Tanimlayici ve Analitik Bulgular

Calismada 64 ciiriiksiiz ve 64 ¢iiriiklii olarak iki grup bulunmaktadir.

Her grubun ayr1 ayr1 tanimlayict degiskenleri Tablo 14°te sunulmustur.

Tablo 14. Calismaya katilan ¢iiriiksiiz ve ¢iirliklii ¢ocuklarin tanimlayici 6zellikleri

Ciiriiksiiz Ciiriikli
(n=64) (n=64)

n (%) n (%) t p
3 14 21,9 2 3,1
4 19 29,7 8 12,5

Yas 28,949* 0,000

5 19 29,7 12 18,8
6 12 18,8 42 65,6

Kiz 32 50,0 32 50,0

Cinsiyet 0,00%* 1,000

Erkek 32 50,0 32 50,0

*Ki kare trend

**K7 kare



Ciiriik varlig1 ve yas arasindaki iliski karsilastirildiginda, 3 yasindaki ¢iiriiklii cocuklar
tiim ¢liriiklii cocuklarin %3’iini olustururken, 6 yasindaki c¢iiriiklii ¢ocuklarin tiim
cliriiklii ¢ocuklarn 9%65,6’mn1 olusturdugu gozlenmistir. Yas ve ciirik varligi

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000).

64 ciliriiklii hastanin 32°si ve 64 ciiriiksiiz hastanin 32’si kizdir. Ciirlik varligi ve

cinsiyet arasinda anlamli bir iliski bulunamamuistir (p=1,000).

Calismaya katilan ¢cocuklarin, biyokimyasal analizleri ile ¢iirlik varlig1 karsilagtiriimis
olup, verilerin istatistiksel olarak normal dagiliminin test edilmesi sonrasi, D vitamini
ve ALP degerlerinin normal dagilim gdstermedigi, HMG, Ca* ve P~ degerlerinin ise

normal dagilim gosterdigi bulunmustur.

D vitamini ve ALP degerleri normal dagilim gostermedigi i¢in, istatistiksel analiz

olarak Mann Whitney U testi uygulanmustir.

HGB, Ca™ ve P? degerleri normal dagilim gosterdigi icin istatistiksel analiz olarak

Student T testi uygulanmaistir.

Ciirtiksiiz gruptaki ¢ocuklarda ol¢iilen ortalama D vitamini degeri 20,41+9,78 (min.
3,00-maks. 50,00), ¢iiriiklii gruptaki cocuklarda 6l¢iilen D vitamini degeri ise ortalama
17,97+8,82 (min. 5,00-maks. 43,00)’dir. Aradaki fark ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmamuistir (Tablo 15).

Ciiriiklii ve ¢iiriiksiiz gruplarda dlgiilen HGB, P~ ve ALP degerleri incelendiginde,
aradaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0, 150) (Tablo 15).

Ciiriiksiiz gruptaki cocuklarda &lgiilen ortalama Ca*? degerleri, 9,75+0,39 (min. 8,90-
maks. 10,60), ciiriiklii gruptaki cocuklarda dlciilen ortalama Ca*? degeri ise 9,62+0,33
(min. 8,80—maks. 10,40) olarak bulunmustur. Aradaki iligskinin istatistiksel olarak

anlamli oldugu saptanmistir (Tablo 15).
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Tablo 15. Calismaya katilan c¢iirliksiiz ve clriiklii c¢ocuklarin biyokimyasal

degerlerinin karsilastirilmasi

Ciiriiksiiz ~ Ciiriiklii

t p
(n=64) (n=64)
Ortalama 20,41 17,97
Standart
9,78 8,83
Sapma .
Mann Whitney U
D vitamini* Ortanca 19,00 16,50 0,150
=1746,500
Minimum 3,0
5,00
Maksimum 50,0
43,00
Ortalama 12,04 12,14
Standart
0,92 1,10
Sapma Student T
HGB 0,565
Ortanca 12 12,10 =-0,577
Minimum 9,20 7,30
Maksimum 14,00 14,30
Ortalama 9,75 9,62
Standart 0,34
S 0.3 Student T
apma tudent
Ca'? P 0,049
Ortanca 9,75 9,60 =1,988
Minimum 8,90 8,80
Maksimum 10,60 10,40
Ortalama 4,86 4,79
Standart
0,42 0,42
3 Sapma Student T
P 0,370
Ortanca 4,90 4,78 =0,900
Minimum 3,76 3,79
Maksimum 5,90 6,05
Ortalama 205,41 203,84
Standart
48,36 48,00 )
Sapma Mann Whitney U
ALP* 0,943
Ortanca 197 201,50 =2033,000
Minimum 107,00 77,0
Maksimum 320,00 339,00

* Normal dagilim gostermemektedir.
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Ciiriiksliz ve ¢iiriiklii gruplarda ayr1 ayr1 biyokimyasal verilerin karsilastirmas: Tablo

16’da sunulmustur.

Tablo 16. Ciiriiksiiz ve ciiriiklii gruplarda cocuklarin biyokimyasal degerlerinin

karsilastirilmasi

Ciiriiksiiz Ciiriikli
n (%) n (%) L p
Suboptimal ve alt1 (3-29) 50 78,1 55 85,9
D vitamini 1,325 0,250
Obtimal ve iizeri (30-50) 14 21,9 9 14,1
Normalin alt1 (11,5 alt1) 15 234 14 222
HGB 0,027 0,870
Normal deger (11,5-14,5) 49 76,6 49 77,8
Normal deger (8,6 -10,2) 57 89,1 62 96,9
Ca" 2,988 0,84
Normalin iizeri (10,2 iizeri) 7 109 2 3,1
Normal deger (3,1-6) 64 100,0 63 984
P3 1,008 0,315
Normalin iizeri (6 iizeri) - - 1 1,6
N Normalin alt1 (142 alt1) 5 7,8 5 78
Normal deger (142-335) 59 92,2 58 90,6 1,009 0,604
Normalin iizeri (335 iizeri) - - 1 1,16
*Ki kare

Biyokimyasal degerlendirmede cliriiksiiz ve ¢iiriiksliz gruplar i¢in istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamuistir.
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Calismaya katilan ¢ocuklarin serum D vitamini diizeyleri, 20 ng/ml’nin alt1 (ciddi

eksiklik ve eksikli) ve 20 ng/ml’nin lizeri degerlere gore ayrilmus, ¢iiriiksiiz ve ¢lirtikli

gruplar ile karsilastirma yapilmistir (Tablo 17).

Tablo 17. Ciiriikksiiz ve ¢iriiklii gruplarm D vitamini eksikligi yOniinden

karsilastirilmasi

Ciiriiksiiz Ciiriiklii
D vitamini %) %) .

n (1 n (1} t P

(ng/ml)

Ciddi eksiklik
7 5,5 9 7,0
(0-9)

Eksiklik
29 22,7 32 25,0 0,888 0,642

(10-19)

Yeterli

28 21,9 23 18,0

(20-50)

D vitamini eksikligi ve clirliksiiz ve ¢iiriiklii gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki bulunamamistir (p=0,642).
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D vitamini eksikligi ile cinsiyet arasindaki iliskinin karsilagtirilmasi Tablo 18‘de

verilmistir.

Tablo 18. Kiz ve erkek ¢ocuklarin D vitamini eksikligi yoniinden karsilastiriimasi

Kiz Erkek
D vitamini
n (%) n (%) t* p
(ng/ml)
Ciddi eksiklik
6 4.7 10 7,8
(0-9)
Eksiklik 3,944 0,139
36 28,1 25 19,5
(10-19)
Yeterli
22 17,2 29 22,7
(20-50)

Cinsiyet ve D vitamini eksikligi arasindaki iligki analiz edildiginde istatistiksel

olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (p=0139).

55



Calismaya katilan ¢liriiksiiz ve ¢iirliklii ¢ocuklarin ayr1 ayr1 anket sorularma verdikleri
cevaplar Tablo 19°da karsilastirilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonrasi, florlu
macun kullanimi, seker tiiketimi, multivitamin veya D vitamini takviyesi alinmasi ile

dis clirtigii goriilme siklig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur

(p=139).
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Tablo 19. Caligmaya katilan ¢iiriiksiiz ve ¢iiriikli ¢ocuklarin anket cevaplarmin

karsilastirilmasi

Ciiriiksiiz Ciiriiklii
n (%) n (%) t p
Soru 1: Cocugunuzun disleri giinde kac kez fircalaniyor?
2 den az 44 68,7 45 71,3
1,368 0,505
2 ve iizeri 20 31,3 19 29,7
Soru 2: Cocugunuzun disleri kimin tarafindan fircalaniyor?
Kendisi 32 50.0 35 54,7
Ebeveyn gozetiminde 23 35,9 22 34,4 0,407 0,816
Ebeveyn tarafindan 9 14,1 7 10,9
Soru 3: 6 ayda bir diizenli dis hekimi kontrolleri yapiliyor mu?
Evet 1 1,6 7 10,9
6 aydan fazla arahklarla 10 15,6 8 12,5 4,879 0,087
Hayir 53 82,8 49 76,6
Soru 4: Cocugunuzun dislerine 6 ay icinde flor vernik/jel uygulamas1 yapildi m?
Evet 1 1,6 1 1,6
0,000 1,000
Hayir 63 98,4 63 98,4
Soru 5: Florlu dis macunu kullaniyor musunuz?
Evet 22 34,4 45 70,3
16,568 0,000
Hayir 42 65,6 19 29,7
Soru 6: Cocugunuz ana 6giinler arasinda seker tiiketiyor mu?
Hig 8 12,5 1 1,6
Nadiren 29 45,3 24 37,5 8,098 0,017
Her giin 27 422 39 60,9
Soru 7: Daha 6nce ¢ocugunuzun D vitamini él¢iimii yapildi mi?
Evet 15 23,4 13 20,3
0,183 0,669
Hayir 49 76,6 51 79,7
Soru 8: Cocugunuz D vitamini takviyesi veya multivitamin aliyor mu?
Evet 23 35,9 13 20,3
3,865 0,049
Hayr 41 64,1 51 79,7
Soru 9: Siit, peynir, yumurta, balik besinlerini tiiketiyor mu?
En az ikisini yemiyor 8 12,5 5 7,8
Nadiren 4 6,3 13 20,3 5,824 0,054
Her giin en az birini yiyor 52 81,3 46 71,9
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D vitamini ve degerlendirilen diger biyokimyasal degiskenler arasinda korelasyon

varlig1 Tablo 20°de gosterilmistir.

Tablo 20. D vitamini ile diger degiskenlerin korelasyonu

D vitamini

dmft Sperman rho - 0,151
p 0,088

Yas Sperman rho - 0,127
p 0,153

HGB Sperman rho - 0,075
p 0,403

Ca™ Sperman rho 0,115
p 0,196

p3 Sperman rho - 0,088
p 0,322

ALP Sperman rho -0,119
p 0,181

D vitamini ile degerlendirilen dért biyokimyasal dlgiim olan HGM, P, ALP, Ca™

arasindaki iligkiyi inceleyen korelasyon analizi yapildiginda, aralarinda anlamli bir

korelasyon bulunmamistir. Yas ve dmft sonuglari ile D vitamini diizeyleri arasindaki
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iliskiyi inceleyen korelasyon analizi yapildiginda da anlamli bir korelasyon

saptanmamigtir.

4.3. D Vitamini Diizeyleri ve Kategorilerinin Anket Sorularyla Iliskisi

Tablo 21°de anket sorularina verilen cevaplarin D vitamini seviyeleri ile olan iliskisi
ayr1ayr1 incelenmistir. Anket sorularmin cevaplari ile D vitamini diisiikliigli ve normal

araliklarda bulunmasi arasindaki iliski Tablo 22’de gosterilmistir.
Daha 6nce D vitamini Ol¢iimii yapilmast (p=0,039) ve vitamin takviyeleri alimi

(p=0,000) ile D vitamini seviyeleri arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (Tablo 21

ve Tablo 22).
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Tablo 21. Anket sorularna verilen cevaplarin D vitamini seviyesi ile iligkisi

D vitamini
Standart
Ortalama Sapma Ortanca  Minimum  Maksimum t p
Soru 1: Cocugunuzun disleri giinde ka¢ kez fircalaniyor?
2 den az 19,23 9,58 18,00 3,00 50,00
1727,500 0,967
2 ve iizeri 19,07 8,95 17,00 5,00 40,00
Soru 2: Cocugunuzun disleri kimin tarafindan fir¢alamyor?
Kendisi 18,52 8,80 17,00 7,00 43,00
Ebeveyn
gozetiminde 19,38 10,28 18,00 3,00 50,00 1,651 0,438
Ebeveyn
tarafindan 21,437 9,11 19,00 7,00 40,00
Soru 3: 6 ayda bir diizenli dis hekimi kontrolleri yapiliyor mu?
Evet 17,25 6,63 18,50 10,00 30,00
6 aydan fazla
0,353 0,838
arahklarla 20,11 9,66 16,50 7,00 37,00
Hayr 19,18 9,54 17,00 3,00 50,00
Soru 4: Cocugunuzun dislerine 6 ay icinde flor vernik/jel uygulamasi yapildi mi?
Evet 21,50 14,85 21,50 11,00 32,00
116,500 0,855
Hayir 19,15 9,34 17,50 3,00 50,00
Soru 5: Florlu dis macunu kullaniyor musunuz?
Evet 18,60 8,56 17,00 3,00 38,00
1945,500 0,640
Hayr 19,84 10,20 18,00 5,00 50,00
Soru 6: Cocugunuz ana dgiinler arasinda seker tiiketiyor mu?
Hig 20,33 6,20 19,00 14,00 35,00
Nadiren 19,55 9,76 17,00 5,00 50,00 1,015 0,602
Her giin 18,74 9,48 16,50 3,00 43,00
Soru 7: Daha 6nce ¢ocugunuzun D vitamini 6l¢iimii yapildi m?
Evet 23,18 11,40 20,00 5,00 50,00
1042,500 0,039
Hayir 18,07 8,44 17,00 3,00 38,00
Soru 8: Cocugunuz D vitamini takviyesi veya multivitamin aliyor mu?
Evet 25,69 10,56 26,50 8,00 50,00
838,500 0,000
Hayir 16,64 7,49 15,50 3,00 37,00
Soru 9: Siit, peynir, yamurta, balik besinlerini tiiketiyor mu?
En az ikisini
yemiyor 18,23 11,23 18,00 5,00 43,00
Nadiren 17,35 8,59 17,00 7,00 37,00 1,270 0,530
Her giin en az
birini yiyor 19,63 9,28 18,00 3,00 50,00

60



Tablo 22. D vitamini degerleri ile anket sorularinin karsilastirilmasi

D vitamini
Eksiklik Normal
n (%) n (%) Ki kare t p
Soru 1: Cocugunuzun disleri giinde kac¢ kez fircalaniyor?
2 den az 73 69,5 16 69,6
0,397 0,820
2 ve iizeri 32 30,5 7 30,4
Soru 2: Cocugunuzun disleri kimin tarafindan fircalaniyor?
Kendisi 57 54,3 10 43,5
Ebeveyn
gozetiminde 36 34,3 9 39,1 1,084 0,582
Ebeveyn
tarafindan 12 11,4 4 17,4
Soru 3: 6 ayda bir diizenli dis hekimi kontrolleri yapiliyor mu?
Evet 7 6,7 1 4,3
6 aydan fazla
1,455 0,483
arahklarla 13 12,4 5 21,7
Hayr 85 81,0 17 73,9
Soru 4: Cocugunuzun dislerine 6 ay icinde flor vernik/jel uygulamasi yapildi m?
Evet 1 1,0 1 1,6
1,414 0,234
Hayr 104 99,0 22 98,4
Soru 5: Florlu dis macunu kullaniyor musunuz?
Evet 56 53,3 11 47,8
0,229 0,632
Hayr 49 46,7 12 52,2
Soru 6: Cocugunuz ana 6giinler arasinda seker tiiketiyor mu?
Hig 8 7,6 1 4,3
Nadiren 44 41,9 9 39,1 0,456 0,796
Her giin 53 50,5 13 56,5
Soru 7: Daha énce ¢ocugunuzun D vitamini él¢iimii yapildi mi?
Evet 19 18,1 9 39,1
4,885 0,027
Hayr 86 81,9 14 60,9
Soru 8: Cocugunuz D vitamini takviyesi veya multivitamin aliyor mu?
Evet 20 19,0 16 69,6
23,819 0,000
Hayr 85 81,0 7 30,4
Soru 9: Siit, peynir, yumurta, balik besinlerini tiiketiyor mu?
En az ikisini 10 9,5 3 13,0
yemiyor
Nadiren 15 14,3 2 8,7 0,685 0,710
Her giin en az
birini yiyor 80 76,2 18 78,3
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4.4. Yas Gruplarmma Gore D Vitamini Diizeyleri ve Ciiriik Karsilastirmasi

Calismaya katilan ¢ocuklar yaslarina gore gruplara ayrilarak, cliriik varlig: ile yas
iligkisi degerlendirilmis (Tablo 23, Tablo 24, Tablo 25 ve Tablo 26), arada istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Tablo 23. 3 Yasindaki g¢ocuklarda D vitamini degerleri (ng/mL) ve giiriikk

karsilagtirilmast
Ciiriiksiiz Ciiriiklii
D vitamini n (%) n (%) t* p
Ciddi eksiklik
1 7,1 1 50,0
(0-9)
Eksiklik
NC 4 28,6 0 0,0
(10-19) 3,246 0,342
Suboptimal
5 35,7 1 50,0
(20-29)
Optimal
4 28,6 0 0,0
(30-49)

*Fisher's exact test
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Tablo 24. 4 Yasindaki g¢ocuklarda D vitamini degerleri (ng/mL) ve giiriikk

karsilastirilmasi
Ciiriiksiiz Ciiriiklii
D vitamini n (%) n (%) o p
Ciddi eksiklik
3 15,8 1 12,5
(0-9)
Eksiklik
9 47,4 5 62,5
(10-19)
2,109 0,669
Suboptimal
4 21,1 0 0,0
(20-29)
Optimal
3 15,8 2 25,0
(30-49)

*Fisher's exact test
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Tablo 25. 5 Yasindaki g¢ocuklarda D vitamini degerleri (ng/mL) ve giiriikk

karsilastirilmasi
Ciiriiksiiz Ciiriiklii t* p
D vitamini n (%) n (%)
Ciddi eksiklik
1 53 2 16,7
(0-9)
Eksiklik 2,101 0,644
9 47,4 5 41,7
(10-19)
Suboptimal
3 15,8 3 25,0
(20-29)
Optimal
6 31,6 2 16,7
(30-49)

*Fisher's exact test
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Tablo 26. 6 Yasindaki g¢ocuklarda D vitamini degerleri (ng/mL) ve giiriikk

karsilastirilmasi
Ciiriiksiiz Ciiriiklii t* p
D vitamini n (%) n (%)
Ciddi eksiklik
16,7 5 11,9
(0-9)
Eksiklik 0,700 0,920
7 58,3 22 52,4
(10-19)
Suboptimal
16,7 10 23,8
(20-29)
Optimal
8,3 5 11,9
(30-49)

*Fisher's exact test
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4.5. Ciiriiksiiz ve Ciiriiklii Gruplardaki Cocuklarda D Vitamini Degerleri ile

Diger Biyokimyasal Verilerin iliskisi

Calismaya katilan cocuklar cliriiksiiz ve cuiriiklii iki gruba ayrildiktan sonra,

biyokimyasal verileri D vitamini degerleri ile karsilastirilmigtir (Tablo 27 ve Tablo

28).

Tablo 27. Ciirtiksiiz cocuklarda D vitamini degerleri ve diger biyokimyasal verilerin

karsilagtirilmasi
D vitamini diizeyi
30 ve
0-9 10-19 20-29 L
iizeri
() mn (%) n (%) n (%) t p
11,5’in
1,6 6 9,4 3 47 5 7,8
alti
HGB 4,425 0,219
11,5-14,5 9,4 23 359 11 172 9 14,1
8,6-10,2 10,9 26 40,6 12 18,8 12 188
Ca™ 2,044 0,563
10,2 ve
0,0 3 4,7 2 3,1 2 31
iizeri
3,1-6,0 10,9 29 453 14 219 14 219
P 1,320 0,724
6,0 ve
0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
iizeri
142’nin
0,0 3 4,7 0 00 2 3,1
alti
ALP* 142-335 10,9 26 40,6 14 21,9 12 188 7163 0067
335 ve
0,0 0 00 0 00 0 00

tizeri
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Tablo 28. Ciirtiklii cocuklarda D vitamini degerleri ve diger biyokimyasal verilerin

karsilastirilmasi

D vitamini diizeyi

30 ve
0-9 10-19 20-29 o
iizeri

n (%) n (%) n (%) n (%) t p

11,S’inals = 3 4,8 8 12,7 2 3,2 1 1,6

HGB 0,621 0,892

11,5-14,5 6 9,5 23 36,5 12 19,0 8§ 12,7

8,6-10,2 9 141 31 484 14 219 8 12,5

Ca™ 3,261 0,353
10,2 ve

tizeri

3,1-6,0 8§ 12,5 32 50,0 14 219 9 14,1

p3 1,759 0,624

6,0 ve iizeri 1 1,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0

142°nin alti 1 1,6 2 3,1 0 0,0 2 3,1

ALP* 142-335 8 125 29 453 14 219 7 109 3930 0264

335 veiizeri 0 0,0 1 1,6 0 0,0 0 0,0
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D vitamini degerleri ve Ca*?, P, HMG ve ALP verileri karsilastirildiginda, aralarinda

iki grupta da anlamli bir fark bulunmamagtir.

4.6. Sanger Dizi Analizi Sonuclarn

Calismada 13 ciirtiksiiz ve 13 ¢iiriiklii cocuga Sanger sekanslama yontemi ile dizileme
yapilmis olup, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10. ekzonlar ve ekzon-intron bileskeleri
incelenmistir. Incelenen bolgelerde bilinen polimorfizmler disinda herhangi bir
varyant saptanmamuistir. Yapilan degerlendirmede 3. ve 10. ekzonlarda ve 9. intronda
polimorfizmler goriilmiistiir. 3. ekzonda goriilen FokI polimorfizmi Tablo 29°da, 10.
ekzonda goriilen Taql polimorfizmi Tablo 30°da ve 9. intronda goriilen Apal

polimorfizmi sonuglar1 Tablo 31°de verilmistir.
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Tablo 29. Ciiriiksiiz ve ¢iirtiklii gocuklarda 3. ekzonda bulunan sonuglar

Ciiriiksiiz* Ciiriiklii
n % n %
Normal 1 4,0 1 4,0
Heterozigot
3 12,0 7 28,0
Polimorfizm
Homozigot
8 32,0 5 20,0
Polimorfizm

* 3. Ekzonda inceleme 12 ciiriiksiiz ¢ocuk ile yapimigtir.

25 ¢ocukta 3. ekzon incelenmistir. 11 ¢iiriiksiiz, 12 ¢liriiklii cocukta FoklI polimorfizmi

gorilmiistiir.
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Dizi analizi sonucunda 3. ekzon sonuglarinin 6rnegi Sekil 1°de gosterilmistir. Yesil

pikler adenin bazmji, siyah pikler ise guanin bazini gostermektedir. Referans genoma

gore isaretli bolgede adenin bazi bulunmaktadir. Tek yesil pik polimorfizm

olmadigini,

yesil ve siyah pikin beraber bulunmasi tek allelde (heterozigot)

polimorfizm bulundugunu, tek siyah pik ise her iki allelde (homozigot) polimorfizm

bulundugunu gostermektedir.

c2T>C
TGGCCGCCATTGGETCCATC!CTGTAAG

A AC

Conflict
TGGCCGCCATTGCCTT CTC|IGITCCCTGTAAGAAC
CCATTGESC BITCCCTGTAAGAATC

0:3-E3 E3-R_ T G ¢'G

Masran A WA

Ww2-E3 E3R T G 6 C CGCCATTGHE C

\N\/\/\/\/\/\f\ /\/\/\AZ\/\M

TCCCTGEGTA

/\/\/V\/\[\/\, /\f\

Vo:4-E3 E3-R. T G CATTGCCTTCC

Le]

T c TGTA G A AC

A
A

[¥]

e
L9

io: -E3E3R. T G 6 € €

e ERG e & Y TR E TE B
MANAANN AN

TCCCTGTAAGAASTCE

Sekil 1. 3. ekzonda heterozigot ve homozigot FokI polimorfizmleri ve polimorfizm

tagimayan Orneklerin goriintiisii
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Tablo 30. Ciiriiksiiz ve ciiriiklii gocuklarda 10. ekzonda bulunan sonuglar

Ciiriiksiiz Ciiriiklii
n (%) n (%)
Normal 3 11,5 3 11,5
Heterozigot
10 38,5 6 23,1
Polimorfizm
Homozigot
0 0,0 4 15,4
Polimorfizm

26 cocukta 10. Ekzon incelenmistir. 10 ciiriiksiiz ve 10 ciriikli ¢ocukta Taql

polimorfizmi gorilmiistiir.
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10. Ekzon sonuglarinin 6rnegi Sekil 2’de gosterilmistir. Yesil pikler adenin bazini,
siyah pikler ise guanin bazin1 gdstermektedir. Referans genoma gore isaretli bolgede
adenin bazi bulunmaktadir. Tek yesil pik polimorfizm olmadigini, yesil ve siyah pikin
beraber bulunmasi tek allelde (heterozigot) polimorfizm bulundugunu, tek siyah pik

ise her iki allelde (homozigot) polimorfizm bulundugunu gdstermektedir.

c.1056T>C
2 G €C G G C

iNo: 12-E10_E1C G G Al A F c A G C G C G G C

A T G G c [ T c

A

INo: 13-E10_E1C G G

INo:14-E10 E10 G G

AT O 8 € ¢© T C

INo!18-E10 E10 G G

A T 6 G C C T C |A]| T - ) " r] >

Sekil 2. 10. Ekzonda heterozigot ve homozigot Taql polimorfizmleri ve polimorfizm

tagimayan Orneklerin goriintiisii
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Tablo 31. Ciiriiksiiz ve ¢iirtiklii gocukta 9. intronda bulunan sonuglar

Ciiriiksiiz Ciiriiklii
n (%) n (%)
Normal 1 3.8 2 7,7
Heterozigot
10 38,5 6 23,1
Polimorfizm
Homozigot
2 7,7 5 19,2
Polimorfizm

26 cocukta 10. ekzon ve bu ekzona ait ekzon-intron bileskeleri incelenmistir. 12

cliriiksiiz ve 11 giiriiklii cocukta Apal polimorfizmi, gorilmiistiir.
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9. intronun incelenen bdlgesinde tespit edilen degisikligin goriintiileri Sekil 3’te

gosterilmistir. Mavi pikler sitozin bazini, yesil pikler ise adenin bazini gostermektedir.

Referans genoma gore isaretli bolgede sitozin bazi bulunmaktadir. Tek mavi pik

polimorfizm olmadigini, mavi ve yesil pikin beraber bulunmasi tek allelde

(heterozigot) polimorfizm bulundugunu, tek yesil pik ise her iki allelde (homozigot)

polimorfizm bulundugunu gostermektedir.

c.1025-49G>T

C T C A G C T G G G C C C C T ([ A C T G C T (
Conflict
C T C A G [ T G G G [ A C T C A C T G C T (
No: B-E1 0_E1 ¢C T s A G C T G G G C C C c T C A C T G C {
AN ANAAAA AVAVAVEV.VAYAVVAY,
No: 7-E10_E1CC T = A G ( G G C C c ( A

:

No: 8-E10_E1CC

No: 9-E10_E1(C

:

Ho10-E10_E10C T

Sekil 3. 9. intronda heterozigot ve homozigot Apal polimorfizmleri gériintiisii
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5. Tartisma

Agiz ve dis sagligi genel viicut sagligini etkilemektedir. Bazi1 kronik ve enfeksiyoz
hastaliklar, agiz ve dis sagligii bozabilecegi gibi agizda goriilebilen bazi hastaliklar
da genel saglik durumunu bozabilir ya da sistemik bazi hastaliklarin tedavisini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Agiz ve dis saglig1 ile cocuk saglig1 ve hastaliklar1
birbirinden ayrilmamasi gereken énemli halk sagligi problemleridir. Iyi bir agiz ve dis
sagligina sahip olmak, ¢ocuklarin genel sagligini, sistemik ve dental gelisimini ve
yasam kalitesini etkileyen onemli faktorlerdendir. Agiz ve dis saglhigmin en 6nemli

problemlerinden biri dis ¢iiriikleri ve buna bagli olusan dis kayiplaridir.

Dis ciirtikleri cocukluk c¢agmnin en yaygin, Onlenebilir hastaliklar1 arasmdadir
(Protyusha ve Sundharam, 2021; Selwitz ve digerleri, 2007). Dis ¢liriigi
multifaktoriyel etiyolojiye sahip enfeksiydz bir hastaliktir (Antonenko, Bryk, Brito,
Pellegrini ve Zeni, 2015; Cavallari ve digerleri, 2019). Ciirtigiin olusmas1 i¢in gerekli
temel faktorler, dis dokusunun yapisi, bireyin karbonhidrat tiiketimi, oral floradaki
karyojenik mikroorganizma varligi ve zaman olmakla beraber, cesitli cevresel ve
sistemik faktorler de ciiriikk olusumunu dogrudan ve dolayl olarak etkileyebilmektedir

(Parthasarathy ve digerleri, 2016).

Agiz ve dis saghg ile genel saglik, biiyiik dl¢iide sosyo-ekonomik faktorler ve bu
faktorlerin seker tiikketimi ve kotii beslenme gibi ortak risk faktorii ile etkilesimi sonucu
belirlenmektedir. Davranis ve yasam sekline bagl risk faktorlerinin, bireysel bir
eylemde, kisinin aligkanliklarinda ve davranislarinda degisiklik yapilmasi miimkiin
olabilecegi i¢in, degistirilebilir faktorler oldugu kabul edilmektedir. Agiz ve dis
saglhigmi olumsuz etkileyen degistirilebilir risk faktorleri arasinda, yiiksek miktarda
rafine sekerden zengin bir diyet tiiketimi ve kotii bir agiz hijyenine sahip olunmasi

diistiniilmektedir (T.C. Saglik Bakanligi, 2021).

Caliymamizda 25(OH)D diizeyleri olgiilerek, agiz i¢i muayeneler yapilarak D
vitamininin ¢iiriik ile olan dogrudan iliskisine bakilmasi amaglanmistir. Ilgili gen
polimorfizmleri ve mutasyonlar genetik testlerle tespit edilerek ciiriigiin etiyolojisi ile
ilgili yeni bulgular elde edilmesi planlanmistir. Calisma sonucunda bu bulgulara

dayanilarak dis ¢iirtiklerine karsi koruyucu bir uygulama olarak serum D vitamini
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seviyesinin optimal olmadig1 sartlarda D vitamini takviyesinin gerekliliginin

belirlenmesi planlanmugtur.

Bu calismada dis ciirliklerine sebep oldugu bilinen temel etiyolojik faktorlerin
sorgulanmasina ek olarak, multidisipliner bir bakis agis1 ile dis ¢iiriiklerine karsi

koruyucu yeni dnlemlerin gelistirilmesi amaglanmaistir.

Calismamizda, cliriik olusumunu etkileyen faktorler ile ¢ocuklarin ve ebeveynlerin
agz dis saglhig1 ve D vitamini ile ilgili yaklasimlari, anket sorulari ile incelenmis, y1llik
yapilmast gereken rutin kan testleri sonuglari, D vitamini diizeyleri ve VDR geni

varyantlarmin varlig1 arastirilarak aralarmdaki iliskiler incelenmistir.

3 yasindaki saglikli bir ¢ocukta genel olarak, tiim siit digleri stirmiis olup 6 yasinda ilk
daimi disler ¢ikana kadar agizda toplam 20 adet siit disi bulunmaktadir (Logan WHG,
1933). Calismamizda dislerin durumunun dogru sekilde belirlenebilmesi ve ¢ocuklar
arasinda standardizasyonun saglanabilmesi amaciyla yas grubu 3-6 yas arasi olarak
belirlenmistir. Calisma tasarimi hazirlanirken, ayni yas gruplari {izerinde caligilan
benzer literatiir verileri degerlendirilmistir (Chhonkar ve Arya, 2018; Olczak-
Kowalczyk, Kaczmarek, Gozdowski ve Turska-Szybka, 2021; Schroth ve digerleri,
2013; Seminario ve digerleri, 2018; van der Tas ve digerleri, 2018; Williams, Boyle,
Mittermuller, Carrico ve Schroth, 2021).

Sistemik olarak saglikli 3-6 yas aras1 128 cocugu degerlendirdigimiz ¢alismamizda,
dmft sonuclarinin ve cliriiklii ¢ocuk oranlarinin yas ile birlikte istatistiksel olarak
anlamli olarak sekilde arttig1 gézlenmistir. Dislerin agizda kalma siiresi gibi faktorler
g6z Oniline alindiginda, bu sonug literatiir verileri ile uyumlu ve beklenen bir sonug
olarak yorumlanmustir (Aydinoglu 2020; Krishnan, Kumar, Ramesh ve Stephen, 2015;
Li, Wulaerhan, Liu, Abudureyimu ve Zhao, 2017; Sabbah ve Stewart, 2003).

2018 yilna ait, Tiirkiye Ag1z ve Dis Saglhig1 Arastirma Raporu verilerine gore, daha
once bir dis hekimine giden 12 yas grubu cocuklarm %22,9’unun, ilk dis hekimi
ziyaretlerini 9-10 yaslarinda yaptiklar;; ¢ocuklarin %90,4’liniin de yalnizca bir
sikayetleri oldugunda dis hekimine basvurduklar1 belirlenmistir (T.C. Saghk

Bakanligi, 2021). Diizenli dis hekimi kontroliiniin ithmal edilmesi, agiz ve dis saglig1
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problemlerinin goriilme sikligini arttiran 6nemli faktdrlerden biridir (Karabekiroglu,
Oncii, Kaplanoglu ve Unlii, 2015; Zhan ve digerleri, 2014). Calismamizda da
ebeveynlerden 6grendigimiz bilgiler dogrultusunda, ¢ocuklarin 6 ayda bir diizenli
olarak dis hekimi kontrollerinin yapilma oraninin oldukg¢a diisiik oldugu goriilmiistiir.
Tiim ebeveynlerin yalnizca %6,3’iiniin ¢ocuklarmin diizenli dis hekimi kontroliinii
yaptirdigl, %14,1’inin 6 aydan fazla araliklarla kontrol i¢cin dis hekimine gittigi,
%79,7’sinin ise diizenli kontrol yaptirmadigi goriilmiistiir. Ciirtiksiiz ¢ocuklarin
%1,6’s1 6 ayda bir diizenli kontrol yaptirirken, ¢iirtigli olan grupta %10,9 unun diizenli
yaptirdigr gorilmiistiir. Bu oranlarin farkli olma nedeninin, ¢ocuklarda ciiriik
varliginda dis hekimine gitme ihtiyacinin daha fazla olmasina baghh oldugu
yorumlanabilmektedir. Bunun bir diger sonucu olarak, ailelerin florlu dis macunu ve
flor uygulamalarma yaklagimi ile ilgili verilen cevaplarin da degistigi anlasilmistir.
Calismamiz kesitsel bir calisma oldugu i¢in, florlu dis macunu kullanimi1 ve flor
uygulamalarmin dis ¢iiriiklerine etkisinin 0l¢lildiigli sorulara verilen cevaplar
iizerinden yapilan degerlendirme sonuglar1 arasindaki iliski istatistiksel olarak anlaml1
bulunmamistir. Ciiriikstiz grupta florlu dis macunu kullanimi ve flor uygulamalarmin
daha az oldugu goriilmekle birlikte, clriiklii grupta problemli dislerin tedavisi
amaciyla yapilan dis hekimi ziyaretleri sonucu, dis hekimleri tarafindan florlu dis
macunu kullanim1 ve agiz hijyeni uygulamalar1 agisindan bilgilendirme yapildig1 ve

bu esnada vernik/jel uygulamasinin daha ¢ok yapilmig olabilecegi diistiniilmektedir.

Ebeveynlerin agiz dis saghgi ile ilgili yeterli bilgi diizeyine ve dis fircalama
aliskanligma sahip olmalari, ¢ocuklarini dogru yonlendirmeleri, ¢ocuklarin dis
firgalama davranisimi ve aliskanliklarimi etkilemektedir (Bener, Hoffmann ve Al

Darwish, 2013; Phantumvanit ve digerleri, 2018).

Gilinlimiizde erken ¢ocukluk ¢agi ciiriiklerinin engellenmesi i¢in ¢cocuklarm dislerinin
giinde en az iki kez, ebeveyn gdzetiminde veya ebeveyn tarafindan fir¢calanmasi
gerektigi kabul gormektedir (Revision, 2018). Calismamizda velilere yapilan anket
sonucunda, tiim ¢ocuklarin sadece %30,5’inin diglerini giinde 2 kez veya daha fazla
fircaladig1 6grenilmistir. Clirtiksiiz grupta bu oran %31,3 ile clirligili olan gruptan daha
fazla olmakla birlikte, cliriiksiiz ve ciiriiklii gruplar arasinda dis fircalama sikligi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir. Velilerin anket sorularia

verdikleri cevaplar degerlendirildiginde, calismamizda c¢ocuklarin dislerinin
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%12,5’inin ebeveyn tarafindan, %35,2’sinin ebeveyn gozetiminde fir¢alandigi
gorilmiistiir. Cocuklarm biiyiik ¢cogunlugunun dislerini bireysel olarak kendilerinin
firgaladig1 belirlenmistir. Ciirigli olan grupta ¢ocuklarin %54,7’si, ¢iirliksiiz gruptaki
cocuklarm %50,0’si dislerini kendisi firgalamaktadir. Cocuklarin dislerini kendileri
fircalamalari ile ebeveyn gdzetiminde fircalamalar1 veya dislerin ebeveyn tarafindan

fircalanmasi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Dis ¢iirtiklerinin olusumunda direkt etkisi oldugu bilinen sekerli gidalarin tiikketilme
sikligr ile 1lgili ebeveynlere yOnelttiimiz anket sorularinin cevaplari
degerlendirildiginde, ¢liriiklii grupta seker tiiketilme siklig1 istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla bulunmustur. Ciiriiksliz ¢ocuklarda, hi¢ seker tiilketmeyenlerin
oran1 %12,5 iken, ciiriiklii grupta bu oran %1,6 olarak bulunmustur. Bu bulgumuz
literatiir ile benzerlik géstermektedir (Hujoel ve Lingstrom, 2017; Phantumvanit ve

digerleri, 2018).

D vitamininin de dnemli bir pargas1 oldugu vitaminler, enerji elde etme, biiyiime ve
hiicresel aktiviteler i¢in yag ve karbonhidrat kullanan tiim metabolik reaksiyonlarda
islev goren katalizorlerdir (Dickinson ve Mackay, 2014). Bir prohormon olarak da
adlandirilan D vitamini, endokrin, otokrin ve parakrin aktivitelere sahiptir. Temel
islevi olan Ca™-P~* metabolizmasmin diizenlenmesine ek olarak, D vitamini Ca™ ve
P minerallerinin emilimi, depolanmasi ve kullanimi1 agisindan énem tasimakta ve D
vitamininin bir¢ok sistemik durum ile iligkisi bulunmaktadir (Gyll ve digerleri, 2018).
D vitamininin kemik ve dis saghgmm korunmasinda, immiin sistemin
desteklenmesinde, kas ve iskelet sistemlerinin uygun sekilde calismasinda ve birgok
hastaligin 6nlenmesinde etkili oldugu da giiniimiizde kabul gérmiistiir (Jeon ve Shin,

2018; T. C. Saglik Bakanligi, 2020).

D vitamini, normal kemik mineralizasyonu ve sekillenmesinde de Onemli rol
oynamaktadir. Bu rolii ¢ene ve dislerin gelisim asamalarindan itibaren baglamaktadir.
Dis olusumundan sonra da ¢iiriik iizerindeki etkilerinin devam ettigi diisliniilmektedir

(Han ve digerleri, 2017).

D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH);D’nin yarilanma 6mrii 3-6 saat olmakla

birlikte 1,25(OH)2D’nin aksine 25(OH)D’nin yarilanma 6mrii 3 haftadir (Holick,
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2006; American Academy of pediatrics, 2009; Watson, 2013). Yine 1,25(OH)>D’nin
plazma konsantrasyonu 16-65 pg/mL civarinda iken, 25(OH)D’nin plazma
konsantrasyonu seviyesi ng/mL olarak dl¢tilmektedir (DeLuca, 2004; Watson, 2013).
Bu nedenlerle, bizim c¢alismamizda da kiitle spektrometrisi yontemiyle serum

25(OH)D 6l¢iimii yapilmustir.

Ozellikle giines araciligiyla gelen, UVB radyasyonu etkisiyle deride iiretilen, cesitli
besinler veya takviyeler yoluyla alman D vitamininin eksikliginin, giines 1s1gina
yetersiz maruziyeti ve diyet yoluyla D vitamininin yetersiz alimi sonucu goriildiigii

bilinmektedir. (Amrein ve digerleri, 2020; Han ve digerleri, 2017; Holick, 2006a).

Yeterli serum D vitamini diizeyleri ile ilgili evrensel bir standart bulunmamakla
beraber cesitli galismalar da, farkl diizeyler referans alinarak yapilmaktadir. Yapilan
bircok calismada yeterli diizeydeki D vitamini seviyesi 30 ng/mL olarak rapor
edilmistir (Abreu ve digerleri, 2016; Almoudi ve digerleri, 2019; Bischoff-Ferrari,
Giovannucci, Willett, Dietrich ve Dawson-Hughes, 2006; Gyll ve digerleri, 2018;
Holick, 2007; Krawiec ve Dominiak, 2021; Reed ve digerleri, 2017; Schroth ve
digerleri, 2016; Seminario ve digerleri, 2018; Seminario ve Velan, 2016; Silva ve

digerleri, 2021, 2020; van der Tas ve digerleri, 2018).

Van Der Tas ve arkadaslarmin yapmis olduklar1 arastirmada rapor ettikleri ve pek ¢ok
calismada kullanilan referans degerler;

30 ng/mL optimal,

20-30 ng/mL yetersizlik,

10-20 ng/mL eksiklik,

10 ng/mL alt1 degerler ciddi eksiklik olarak belirtilmistir (Kim ve digerleri, 2018; van
der Tas ve digerleri, 2018; Williams ve digerleri, 2021; Wojcik ve digerleri, 2019).
Biz de calismamizda literatiire uygun olarak, ayni referans degerlerini temel olarak

kullandik.

Literatiirde Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda kullanilan
referans degerlerine benzer sekilde 20 ng/mL altin1 eksiklik olarak gosteren cesitli
arastirmalar bulunmaktadir (Chhonkar ve Arya, 2018; Ross ve digerleri, 2011; Zhan

ve digerleri, 2014). Bu nedenle ¢calismamizda veriler iki farkl referans araligina gore
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degerlendirilmis, ancak sonuclarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamastir.

Pavlasen ve arkadaglarinin (2016) yaptig1 bir calismada ise eksiklik 12 ng/mL,
yetersizlik 12-20 ng/mL olarak gdsterilmis, yeterli D vitamini seviyesi ise iki ayri
gruba ayrlarak, 20-30 ng/mL ile 30 ng/mL ve iizeri referans degerlerine gore
gruplandirma yapilmistir (Pavlesen ve digerleri, 2016). Ciddi eksikligin 12 ng/mL’den
itibaren almdig1 diger calismalar da literatiirde yer almaktadir (Abreu ve digerleri,
2016; Akinkugbe, Moreno ve Brickhouse, 2019; Bischoft-Ferrari ve digerleri, 2006;
Gyll ve digerleri, 2018; Holick, 2007; Kiichler ve digerleri, 2021; Singleton ve
digerleri, 2019).

2011 yilinda yapilan bir arastirmada PTH seviyelerini stabilize etmek ve normal Ca*?
mevcudiyetini siirdiirebilmek i¢in minimum 25(OH)D serum konsantrasyonunun 28

ng/mL olmas1 gerektigi belirlenmistir (Bashutski ve digerleri, 2011).

Calismamizda, tiim ¢ocuklarin %12,5’inde ciddi D vitamini eksikligi goriilmekle
beraber, c¢ocuklarin %82’sinde D vitamini yetersizligi veya eksikligi oldugu
gozlenmigtir. Ortalama D vitamini degerinin 19,19 ng/mL oldugu goriilmistiir. D
vitamini ile kiyaslandiginda ol¢iilen diger biyokimyasal degerlerin, ¢ocuklarin biiyiik
cogunlugunda referans degerlerine gore normal sinirlar arasinda oldugu tespit
edilmistir. Ulkemizde yapilan farkli ¢alismalarda da D vitamini eksikliginin yayginlig
goriilmektedir (Celep ve Durmaz, 2020; T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Saghgi
Kurumu, 2016).

Calismamizda D vitamini eksikligi goriilen ¢ocuklarin %81 inin ilave bir D vitamini
takviyesi veya multivitamin ile D vitamini destegi almadig1 goriilmiistiir. D vitamini
takviyesi alan ¢ocuklar ise normal D vitamini degerleri olan ¢ocuklarin %69,6’smn1
olusturmaktadir. Takviye D vitamini alan ve almayan ¢ocuklar arasinda D vitamini
diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Bu bulgumuz
Dickinson ve Mackay’nin 2014 yilinda yaptiklar1 ¢aliyma sonucunda elde ettikleri
verilerle benzerlik gostermektedir (Dickinson ve Mackay, 2014). Bu veriler D vitamini
diizeylerini normal smirda tutmak i¢cin dengeli beslenmeye ek olarak takviye D

vitamini aliminm énemini vurgulamaktadir. Ozellikle kis aylarinda, yeterli giines
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1s518ina maruz kalmayan c¢ocuklarda D vitamini destegi 6nem arz etmektedir. D
vitamini olusumunun ana kaynagi giines 1s181dir ve gidalarda buna kiyasla ¢ok az
miktarlarda D vitamini bulunmaktadir (T. C. Saglik Bakanligi, 2016). Calismamizda
da D vitamini eksikligi goriilen ¢ocuklarin %76,2’sinin, giinliik olarak D vitamini
kaynag1 olan besin maddelerinden en az birini tiikettigi goriilmektedir. Yeterli D
vitamini seviyelerine sahip cocuklarda ise bu oran %78,3’tlir. Aradaki bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildir.

Seminario ve Velan’in (2016) yapmis olduklar1 arastirmada, D vitamini eksikligi ile
yas, cinsiyet, ten renginin iligkili oldugu rapor edilmistir (Seminario ve Velan, 2016).
Koyu ten rengine sahip, yasadigi cografi konum nedeniyle az miktarda giinese maruz
kalan, sinirli dis mekan aktivitesi yapan veya kisitli hareket kabiliyeti olan kisiler ile
diisiik sosyo-ekonomik seviye ve kotii beslenme aligkanligia sahip olan kisilerin D
vitamini eksikligi agisindan yiiksek riskli grupta yer aldigi ve giinliik en az 600 TU
takviye D vitamini almalar1 gerektigi rapor edilmistir (Grant, 2011; Schroth ve

digerleri, 2013; Uday ve Hogler, 2017).

D vitamininin Ca*-P~ mekanizmasi iizerindeki etkisi bilinmekte (Davit-Béal, Gabay,
Antoniolli, Masle-Farquhar ve Wolikow, 2014; Parthasarathy ve digerleri, 2016;
Seminario ve Velan, 2016) ve D vitamini eksikligi ¢cocuklarda kemik gelisimini
etkileyen ve ciddi digsel komplikasyonlara sebep olabilen rasitizm hastaliginin yaygin
nedeni olabilmektedir (Davit-Béal ve digerleri, 2014). Kanada’da yapilan bir
calismada yaygin erken cocukluk cagi ¢iiriikleri bulunan ¢ocuklarda, diisiik serum
Ca™ seviyeleri tespit edilmistir (Schroth ve digerleri, 2013). Calismamizda ise D
vitamini diizeylerinin serum Ca*? ve P~ degerleri {izerinde direkt dlgiilebilir bir etkisi

olmadig1 saptanmustir.

Bener ve arkadaglarmin (2013) yapmis olduklar1 bir calismada, D vitamini
eksikliginin, ¢iiriiklii cocuklarda ve kadinlarda daha fazla goriildiigli rapor edilmistir
(Bener ve digerleri, 2013). Calismamizda yapilan korelasyon analizinde, D vitamini
seviyesi ve diger degiskenler (Ca*?, P, HMG, ALP, cinsiyet, yas) arasmdaki
karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir. D vitamini
seviyesi ve dmft arasindaki korelasyon analizinde negatif yonde bir korelasyon oldugu

tespit edilmis ancak sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Isvicre’de
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yapilan bir caligmada da yapilan korelasyon analizinde, elde ettigimiz bulgulara benzer
sekilde diisiik D vitamini seviyesi ile dis ciirlikleri arasinda anlamli bir iliski oldugu
gosterilmistir (Gyll ve digerleri, 2018). Kim ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan
bir diger calismada da, dis ¢iirtikleri ve D vitamini seviyesi arasinda negatif yonde bir
korelasyon bulunmus olup, aradaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir

(Kim ve digerleri, 2018).

Calismamizda dis ¢iirigii ve D vitamini seviyesi iligkisi arastirilmis olup benzer
sekilde diisiik D vitamini seviyesi ile dis cliriikleri arasindaki iligkiyi arastiran g¢esitli
calismalar bulunmaktadir (Almoudi ve digerleri, 2019; Chhonkar ve Arya, 2018; Gyll
ve digerleri, 2018; Kim ve digerleri, 2018; Pavlesen ve digerleri, 2016; Schroth ve
digerleri, 2016; Schroth ve digerleri, 2013; Seminario ve digerleri, 2018; Williams ve
digerleri, 2021; Zhou, Zhou ve Shi, 2020). 20 ng/mL ve {izeri D vitamini seviyesinin
yeterli kabul edildigi farkli calismalarda, yetersiz D vitamini seviyeleri ile dis ¢liriikleri
arasinda anlaml bir iligki oldugu bulunmustur (Almoudi ve digerleri, 2019; Chhonkar
ve Arya, 2018). Bununla birlikte Gyll ve arkadaslar1 (2018) ile Kim ve arkadaslarmin
(2018) yaptiklar1 caligmalarda elde ettikleri bulgulara benzer sekilde (Gyll ve
digerleri, 2018; Kim ve digerleri, 2018), bizim ¢alismamizda da 20 ng/ml’yi referans
alarak yaptigimiz karsilagtirmada, ciiriiksliz grupta yeterli D vitamini seviyesine sahip
olan ¢ocuklarin oraninin %21,9, ciiriiklii grupta yeterli D vitamini seviyesine sahip
cocuklarm oranmin ise %18 oldugu, ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 bulunmustur.

Schroth ve arkadaslarinin (2016) optimal D vitamini seviyesini 30 ng/ml kabul ederek
yaptiklar1 ¢alismanm sonucunda dis ¢iiriiklerinin dnlenmesinde, D vitamininin de
onleyici bir faktor olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Schroth ve digerleri, 2016b).
Kanada’da yapilan ¢alismalarda dis ¢iiriikleri ile D vitamini ve Ca*? diizeyleri arasinda
anlamli bir iligki oldugu bildirilmistir (Schroth ve digerleri, 2013; Williams ve
digerleri, 2021). Schroth ve arkadaslar1 bu ¢aligmalarinda, siddetli erken ¢ocukluk
cag1 ciiriigii goriilen cocuklarda, ciiriiksiiz ¢ocuklara gére serum D vitamini, Ca*?,
alblimin ve PTH seviyelerinde anlamli derecede iligki oldugunu gdstermislerdir
(Schroth ve digerleri, 2013). Calismamizda 30 ng/ml’yi optimal seviye olarak kabul
ederek yaptigimiz incelemede ise, ¢liriiksiiz gruptaki ¢ocuklarin optimal D vitamini

seviyesine sahip olma oran1 %21,9 bulunmusken, ciiriiklii grupta bu oran %14,1°e
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digmiistiir. Ancak ciiriiksiiz ve ¢iiriiklii ¢ocuklar arasindaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Amerika’da yapilan bir ¢alismada da D vitamini ve ¢liriikk
iligkisi oldugu bildirilmekle birlikte, sonuglarin ikna edici olmadigi belirtilmistir

(Akinkugbe ve digerleri, 2019).

2021 yilinda yapilmis bir diger ¢alismada, daimi dentisyonda dis ¢iiriikleri ile D
vitamini arasinda iligki bulunmusken, karigik dislenme doneminde D vitamini ve dis
ciirtikleri arasinda anlaml bir iligski bulunamamaistir (Silva ve digerleri, 2021). Bener
ve arkadaglarinin 2013 yilinda 7-12 yas ¢ocuklarda yaptiklari bir calismada D vitamini
diizeyleri ve dis clirigli prevalansi1 degerlendirilmis, ¢iiriik prevelansinin D vitamini
eksikligi olan ¢ocuklarda %359 oldugu, optimal D vitamini diizeyine sahip cocuklarda
ise %41 oldugu belirtilmistir (Bener ve digerleri, 2013). Williams ve arkadaslarmin
(2021), 3 yas alt1 ¢ocuklarda yaptiklari, siit diglerinde goriilen dis ciiriikleri ve D
vitamini seviyesi arasindaki iligkiyi inceledikleri bir calismada, aradaki iligki
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Williams ve digerleri, 2021). Almanya’da
yapilan bir ¢alismada, cocuklarda siit dislenmede, dis ¢iiriiklerinden korunma amaciyla
flor ve D vitamini takviyelerinin kullanimi Onerilmistir. Ayni ¢alismada daimi
dislenmede D vitamini ve flor takviyeleri ile dis ciiriikleri arasinda iliski
bulunmamistir (Kiithnisch ve digerleri, 2017). Hollanda’da ise ¢alismamiza benzer
sekilde siit dislenme doneminde yapilan bir ¢alismada da, D vitamini eksikligi ve dis
curiikleri arasinda zayif bir iliski bulunmus olup, bizim c¢aligmamizin sonucunda
oldugu gibi bu calismada da dis ciiriiklerinden korunmak amaciyla D vitamini

takviyesi alimiin 6nerilemeyecegi belirtilmistir (Navarro ve digerleri, 2021).

Seminario ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 ¢calisma sonucunda, suboptimal ve alt1 (20
ng/mL ve altr) D vitamini seviyesine sahip 6zel bakim ihtiyaci olan ¢ocuklarda, ¢iiriik
goriilme oraninm iki kat arttigini gostermislerdir. Ozel bakim ihtiyaci olan bu
cocuklarda erken ¢ocukluk cagi ciirtigii ile D vitamini eksikligi arasinda anlamli bir

iliski oldugunu belirtmislerdir (Seminario ve digerleri, 2018).

Literatiirde incelenen bu ¢alismalarla birlikte, baz1 arastirmalarda dis cliriikleri ve D
vitamini eksikligi arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (Dudding, Thomas,
Duncan, Lawlor ve Timpson, 2015; MacKeown, Cleaton-Jones ve Fatti, 2003). D

vitamini diizeyleri veya D vitamini takviyesi alimi ile dis ¢iiriikleri arasinda iligki
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olmadigi, Pavlesen ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada gosterilmistir (Pavlesen ve
digerleri, 2016). Dudding ve arkadaslarinin (2015) 38-91 ay arasi g¢ocuklarda
yaptiklar1 bir diger ¢alismada, ¢aligmamiza benzer sekilde diisiik D vitamini seviyesi
ile ¢iirlik varlig1 ve siddeti arasinda anlamli bir iligki bulunmamistir (Dudding ve
digerleri, 2015). Hujoel ve arkadaslarinin (2013) sistematik derlemeleri inceleyerek
yaptiklar1 bir meta-analiz ¢alismasmin sonucunda, bulgularimiza benzer sekilde, bazi
calismalarda dis ciiriikleri ve D vitamini seviyeleri arasinda bir iligki oldugu
goriilmekle birlikte, dogrudan anlamli bir iligki kurmanin zor olacag: belirtilmektedir

(Hujoel, 2013).

D vitamini takviyesinin ¢iiriik baslangicini ve ilerlemesini 6nleyebildigi, bu nedenle,
dis ciirigii riski tasiyan ¢ocuklara D vitamini takviyesi onerilmesinin, ciddi erken
cocukluk cagi ciiriiklerinin genel prevalansini azaltabilecegi ¢esitli caligmalarda
belirtilmistir (Olczak-Kowalczyk ve digerleri, 2021; Uwitonze ve digerleri, 2020;
Wojcik ve digerleri, 2019). Diger bir calismada yiiksek ciiriik riski bulunan ¢ocuklarda
D vitamini takviyesi tavsiye edilebilecegi soylenmektedir (Schroth ve digerleri, 2013).
Bu konuda yeterli kanit olmamakla birlikte, bizim ¢alismamizin bulgularma gore de

cliriik 6nleme amaciyla D vitamini takviyesi alimi gerekli degildir.

Italya’da 2020 yilnda yapilan farkli bir sistematik derleme ve meta-analizin
sonucunda, genel anlamda, D vitamini dahil diger vitaminler ile dis eti, periodontal
doku ve sert dis dokularinin patolojileri arasinda zayif bir iliski oldugu bildirilmistir.
D vitamini ile olan iligkilerin oldugu c¢aligmalar bildirilmekle beraber, yetersiz
kanitlarin goriildiigii ve uzun dénemli yeni ¢caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ oldugu
belirtilmistir (Cagetti ve digerleri, 2020). 2014 yilinda yapilan diger bir ¢alismada da
dis ciiriikleri ve D vitamini seviyesi arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir (Zhan
ve digerleri, 2014). 5-12 yas arasi ¢ocuklarda D vitamini eksikligi ve ¢lirtik iligkisinin
incelendigi bir diger calismada, D vitamini eksikligi referans degeri, ¢alismamiza
benzer sekilde 30 ng/mL olarak alinmis olup, arada istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (Herzog, Scott, Hujoel ve Seminario, 2016). Calismamiz sonucunda, D
vitamini eksikligi veya yetersizligi ile dis ¢iiriiklerinin goriilme siklig1 arasinda direkt
bir iliski bulunamamuistir. Elde ettigimiz sonuglara goére D vitamini eksikligi

durumunda, dis ¢iiriikleri artmakla birlikte, bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Literatiirdeki diger caligmalar ve yaptigimiz bu calisma goz Oniine alindiginda
multifaktoriyal bir hastalik olan dis ¢iiriigii ile D vitamini seviyesi arasinda tam olarak
iliskinin var oldugunu soyleyebilmek i¢in ilave c¢aligmalara ihtiya¢ duyulmakta ve

konu giincelligini korumaktadir.

Calisma verilerinin toplanmasi sonunda, yaptigimiz post-hoc gii¢ analizinde,
giicimiiziin tek yonliidde %63’e, ¢ift yonliide %50’ye diistiigii goriilmiistiir. Yapilacak
yeni caligmalarda daha kiiciik etki ile, daha yiliksek sayida cocuk iizerinde

degerlendirmelerin yapilmasi 6nerilmektedir.

D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH):D, biyolojik etkisini, niikleer reseptorii olan
VDR genine baglanarak gostermektedir (Akin ve digerleri, 2017). Viicuttaki ¢ogu
doku ve hiicre VDR genine sahiptir. Bunlarin ¢ogu 25(OH)D’yi, 1,25(OH).D’ye
dontistiirmek i¢in enzimatik mekanizma ile ¢alismaktadir (Holick, 2007; Lopez ve
digerleri, 2021; Palacios, Joshipura ve Willett, 2009; Yang, Ma, Zhang, Fan ve Wang,
2012).

Kemik ve Ca*? metabolizmasmi kontrol eden D vitamini prohormonunun etki
mekanizmasinin diizenlenmesini saglayan VDR, farkli genlerin transkripsiyonunu
kontrol ederek bu gorevini gergeklestirmektedir (Al Mheid ve digerleri, 2013; Mithal
ve Gladwin, 2021; Mizwicki ve Norman, 2009; Narvaez ve digerleri, 2001; Szodoray
ve digerleri, 2008). VDR, 1,25(0OH),D’nin baglanmasiyla, Ca™ dengesini saglayacak
olan proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu saglamaktadir (Elaroussi ve
digerleri, 1994; Ferrari ve digerleri, 1998). VDR geninde mutasyon goriilen hastalarda
diisiik serum Ca*? ve P, yiiksek PTH ve ALP degerleri oldugu gozlenmistir. Bu
hastalarda 1,25(OH)2D degerlerinin oldukga yiiksek olabildigi belirtilmistir (Bikle ve
Christakos, 2020). Bizim ¢alismamizda ise serum Ca*? ve P ve ALP degerleri ile D

vitamini eksikligi arasinda bir iligki bulunamamastir.

VDR geni ve D vitamininin kanser, otoimmiin hastaliklar, diyabet, bulasic1 hastaliklar,
metabolik sendrom ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil birgok kronik hastaligin
olugsma ve ilerleme riskini azaltmada biiyiik rol oynadig1 rapor edilmistir (Holick,
2007; Lopez ve digerleri, 2021; Palacios ve digerleri, 2009; Yang ve digerleri, 2012).
2012 yilinda yapilan bir ¢alismada VDR geni polimorfizmleri ile oral kavite
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karsinomlar1 arasinda iligki olabilecegi belirtilmistir (Malodobra-Mazur ve digerleri,

2012).

Oldukca polimorfik bir gen oldugu bilinen VDR genine ait 470 SNP polimorfizmi
oldugu bildirilmistir (Yang ve digerleri, 2012). Calismalarda siklikla kullanilan VDR
geni polimorfizmleri FoklI (rs2228570), Bsml (rs11544410), Apal (rs7975232) ve
Taql (rs731236)’drr (Jakubowska-pietkiewicz ve Klich, 2013; Ruiz-Ballesteros,
Meza-Meza, Vizmanos-Lamotte, Parra-Rojas ve de la Cruz-Mosso, 2020). Dayangag
ve arkadaglarinin (2002) yaptiklar1 ¢alismada Tirk popiilasyonunda VDR geni
polimorfizmleri incelenmis ve siklikla goriilen Fokl, Apal ve Taql polimorfizmleri
iizerinde durulmustur (Dayangag ve digerleri, 2002). Biz de calismamizda

inceledigimiz gen bolgeleri arasinda, Fokl, Taql ve Apal polimorfizmlerini tespit ettik.

D vitamini diizeylerinin ve VDR geni polimorfizmlerinin, ¢iiriik olusumunu etkileyen
faktorler arasimda olup olmadigini arastiran bir ¢ok calisma bulunmaktadir

(Theodoratou, Tzoulaki, Zgaga ve loannidis, 2014; Wojcik ve digerleri, 2019).

2021 yilinda yayinlanan bir meta-analiz ve sistematik derlemede Apal, Fokl, Taql,
Bsml ve Bgll polimorfizmleri sonuglar1 degerlendirilmis ve sadece FokI polimorfizmi
ve dis ciirtikleri arasinda anlamli bir iligki oldugu bildirilmistir (Sadeghi ve digerleri,
2021). 2017 yilinda yapilan diger bir ¢calismada da FokI polimorfizmi ve dis ¢iliriigii
arasinda iliski olabilecegi bildirilmisidir (Yu, Jiang, Sun, Kong ve Chen, 2017).
Madalena ve arkadaslarmin 2020 yilinda vyaptiklar1 ¢alismada VDR geni
polimorfizmleri (FokI ve Bgll) ve serum D vitamini seviyeleri ile ¢iiriik arasinda iliski
bulunamamistir (Madalena ve digerleri, 2020). Caligmamizda, 26 hastanin sadece 2
tanesinde FokI polimorfizmi gézlenmemis olup, tiim hastalarin %40’inda tek allelde,
%52’sinde ise iki allelde de Apal polimorfizmi tespit edilmistir. Ciirliksiiz ve ¢liriiklii

gruplar arasindaki oranlar incelendiginde sonuglarin benzer oldugu goriilmiistiir.

Farkli arastirmalarda Bsml ve Apal polimorfizmleri ile dis ciirlikleri arasinda iligki
bulundugu bildirilmistir (Cumhur ve digerleri, 2018). Bu calismada, 26 hastanin
3’linde Apal polimorfizmi gdzlenmemis olup, tiim hastalarin %61,6’sinda tek allelde,
%26,9’unda ise iki allelde de Apal polimorfizmi tespit edilmistir. Ciiriiksiiz ve ¢iiriiklii

gruplar arasindaki oranlar incelendiginde sonuglarin benzer oldugu goriilmiistiir.
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2021 yilinda yapilan diger bir meta-analizde ise Taql polimorfizmi ve dis ¢iirtikleri
arasinda anlamli fark oldugu gosterilmistir (Lei, Tian ve Xia, 2021). Cogulu ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, dis ciiriikleri ile Taql polimorfizmi arasinda
iliski olabilecegi gosterilmig, diger polimorfizmler ile iligki bulunmadig1 rapor
edilmistir (Cogulu ve digerleri, 2016). Hu ve arkadaslarinin yaptiklar: ¢alismada da
Taql polimorfizmi ve dis ciiriikleri arasinda iligki olabilecegi bildirilmistir (Hu ve
digerleri, 2015). Taql polimorfizminin ¢iiriik insidansini etkilemedigini gosteren diger
bir calismada, VDR geninin ciiriik olusum siireci lizerinde etkisi olabilecegi
belirtilmistir (Protyusha ve Sundharam, 2021). Holla ve arkadaslarmnin yaptig: farkli
bir ¢alismada ise, VDR geni Taqgl polimorfizmi ile dis ¢iiriikleri arasinda anlamli bir

iligki bulunamamistir (Izakovicova Holla ve digerleri, 2017).
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5.1. Giiclii Yonler ve Kisithhklar

Siit disleri ve daimi digler ve D vitamini iliskisi ile ilgili yapilan farkli ¢calismalar
incelenerek, ¢caligmamiza katilan ¢ocuklar, sadece siit dislenme donemindeki ¢cocuklar
arasindan seg¢ilmistir. Yag aralig1 3-6 yas arasi olarak smirlandirilmistir. Bu sekilde

calismaya katilan ¢cocuklar arasinda standardizasyon saglanmasi hedeflenmistir.

Yaz ve kig aylarinda, cocuklarin glines gorme oranlarindaki degisiklikler goz oniine
almarak, ¢alismamizda tiim veriler kis aylar1 i¢inde toplanarak, ¢caligmaya katilan

cocuklarin benzer donemlerdeki D vitamini degerleri 6l¢iilmiistiir.

Literatlirde baz1 ¢aligmalarda D vitamini ve cinsiyet arasindaki iligkinin varligi goz
oniinde bulundurulmustur. Calismamizda gruplar arasinda cinsiyetlerin esit olmasi, bu

veriler 1s181nda standardizasyonun saglanmasi agisindan 6nemli goriilmiistir.

Polimorfizmlerin hastaliklarla olan iligkisini inceleyen ¢esitli caligmalarda kullanilan
olgu ve kontrol grubundaki kisilerin etnik kokeni 6nemlidir. Genetik c¢esitlilik, etnik
grup farkliliklarinda allel sikliklarinin farkli olmasma ve farkli hastalik risklerinin
ortaya ¢ikmasina sebep olur. Dolayisiyla goriilen polimorfizmlerin hastalik tizerindeki
etkileri de calisma grubundaki kisilerin etnik kdkenine bagli olarak degisebildigi
bilinmektedir. Calismamiz Tiirkiye’de ayni1 bolgedeki cocuklar iizerinde yapilmustir.
Bu durum g6z Oniine alindiginda yeni c¢alismalarda farkli etnik kokenlerin de

degerlendirilmesi dikkate alinabilir.

Calismamiza katilacak cocuklar secilirken, kan degerlerinde degisiklige sebep
olabilecek ve oral hijyen aligkanliklarini degistirebilecek, kronik hastaliklar ve fiziksel

engel durumlar1 géz 6niinde bulundurularak, dahil edilme kriterleri icerisine alimmustir.

Calismamizda kesitsel calismalarin genel kisithliklariyla karsilagilmistir. Bu
arastirmalarda toplum sadece belirli bir zaman kesitinde, neden-sonug iligkisi ile
incelendigi i¢in elde edilen nedensel iligkiler kohort aragtirmalarinda elde edilenler
kadar giivenilir degildir. Bu calismada da ¢ocuklarin 6l¢giim anindaki degerleri ile
cliriik ve ciirtik riskleri arasindaki iligkiler incelenmistir. Bu nedenle, ¢aligmaya dahil

edilen cocuklarm, calismaya katilmadan Once, dis ciirliiklerine bagl sikayetleri
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nedeniyle, dis hekimine basvurmalari sonucu agiz bakim Onerilerini ¢iiriiksiiz
cocuklarla kryaslandiginda daha yiiksek oranda almis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
durumun c¢alismamizda elde edilen anket verilerinde, beklenen sonuglarin yeterince

gozlenememesine neden olmus olabilecegi yorumlanmaktadir.

Calisma verilerinin toplanmasi sonunda, yaptigimiz post-hoc gii¢ analizi sonucunda
yapilacak yeni ¢aligmalarda daha kiigiik etki ile, daha fazla sayida ¢ocuk iizerinde

degerlendirmelerin yapilmasi 6nerilmektedir.

Calismamizda benzer ¢alismalardan farkl olarak, Sanger sekanslama yontemi ile
DNA dizi analizi yapilarak gendeki varyasyonlar1 saptamak amaclanmistir. Bu
nedenle diger polimorfizm calismalarina kiyasla ¢cocuk sayisi daha limitli tutulmus
olup, bu ¢alismamizi diger calismalardan ayirmakla birlikte, VDR geninin mutasyonlar
acisindan iyi korunan bir gen oldugunu da bize gostermistir. Ciiriiksiiz ve ¢liriikli
cocuklarin hi¢birinde gen lizerinde bir mutasyona rastlanmamis olmasi bu durumu

aciklayabilir.
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6. Sonuc ve Oneriler

D vitamini diizeyleri ve VDR geni ile dis ¢iirlikleri arasindaki iliskinin incelendigi bu

tez ¢calismasinda;

e D vitamini seviyelerinin, ¢iiriiksiiz grup ¢ocuklarda, ¢iiriikli olanlara gore daha
yiikksek oldugu goriilmekle birlikte, sonuclar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamastir.

e Bu sonuca dayanarak ciiriik olusumu veya gelisiminin 6nlenmesi amaciyla
profilaktik ama¢li D vitamini takviyesi kullannmmin anlamh olmadig:
sonucuna varilmistir.

e (Ciiriikli ve ciiriiksiiz grup cocuklarda, VDR geni lizerinde 8 ekzonda ve ekzon-
intron bileskelerinde mutasyona rastlanmamastir.

e VDR geni lizerinde tespit edilen Apal, Fokl ve Taql polimorfizmleri ciirtiksiiz

ve ciirtiklii bireylerde benzer oranlarda goriilmiistiir.

Temel amaglarimiza yonelik incelenen bulgularin disinda, calismamizda;

e Yapilan korelasyon analizi sonucunda, D vitamini ve diger biyokimyasal
veriler arasinda direkt gozlenebilir bir iliski kurulamayacagi diisiiniilmektedir.
e Ebeveynlerin agiz ve dis saghgi ile ilgili bilgi diizeyleri ve yaklasimlari
Olciilmiis ve sonuglar degerlendirildiginde, koruyucu dis hekimligi ve agiz

saglig1 alaninda egitimin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen verilere gore, multifaktoriyel bir hastalik olan dis
ciirikleri ve D vitamini eksikligi arasinda direkt bir iliski kurulamamaktadir. Bu alanda
daha fazla calisma yapilarak, ¢liriikk olusumuna etki eden faktdrler acisindan farkli
degerlendirmeler yapilmasi 6nerilmektedir. Ayrica daha diisiik etki biiyiikliiglinde gii¢
analizleri yapilarak, calisma gruplarindaki kisi sayilar1 arttirilarak, yeni vaka-kontrol

caligmalar1 yapilarak konunun irdelenmesi tavsiye edilebilir.
Toplumun dis ¢iiriiklerinden korunmasi amaciyla, topluma agiz ve dis saghgi

bakimina 6nem verilmesi, florlu macun ve diger koruyucu uygulamalarin kullanilmasi,

seker tliketiminin kisitlanmasi ve saglikli beslenilmesi agisindan egitim verilmesinin,
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bireylerin diizenli dig hekimi kontrollerinin gerekliligi konusunda bilgilendirilmesinin

onemli oldugu ¢alismamizda vurgulanmistir.

D vitamini ile ilgili yapilacak gelecek caligmalarda, kisilerin giines gorme siireleri,
etnik kokenleri gibi ilave parametreleri eklenebilecegi, dis ctiriikleri, periodontal
yaklasim, diglerde hipomineralizasyon varligi ile degerlendirilebilecegi ve ciiriik riski

acisindan degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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EK-2: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Arastirmanin Adi : COCUKLARDA 25-HIDROKSIVITAMIN D DUZEYLERI VE VDR GEN VAR-
YANTLARI ILE DIS CORUKLERT ARASINDAKT ILISKININ DEGERLENDIRILMESI
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu ¢alismaya katilmak Uzere davet edilmis bulunmaktasiniz.Bu galismada yer almayi
kabul etmeden énce galismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi
bu bilgilendirme sonrasi 6zglrce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmig bu bil-
gilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.

GALISMANIN AMACI NEDIR?
Bu ¢alismanin amaci ¢ocuk hastalarda D vitamini diizeyleri ve ilgili gendeki varyasyonlar
ile clirtik siklig1 arasindaki iliskinin degerlendirilmesidir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?
Bu calismaya dahil edilebilmeniz i¢in gocugunuzun 3-6 yaslari arasinda olmasi, sistemik olarak herhangi
bir hastaliginin bulunmamasi gerekmektedir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Cocugunuza konu ile ilgili anlayabilecedi sekilde bilgilendirme yapilacaktir. Cocugunuzun doktorunuz
tarafindan istenen rutin kan alma islemi sirasinda D vitamini diizeyinin de 6lgilmesi ve ilgili genetik
varyasyon testinin yapiimasi igin istek yapilacaktir. Alinan kan érneginden gerekli biyokimyasal ve ge-
netik testler yapilacaktir. Kan alma merkezinin yaninda bulunan dis kliniginde gocugunuzun digleri ayna
ile muayene edilecek ve varsa curik disleri belirlenecektir. Sonuglar birbiriyle kiyaslanacak ve size bilgi
verilecektir, tedavi gerekliligi durumunda bilgilendirmeler ve yénlendirmeler yapilacaktir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma ile ilgili olarak belirtilen galisma asamalarini izlemeniz ve yoénlendirmelere uymaniz gerek-
mektedir. Bu kosullara uymadiginiz durumlarda arastirici sizi uygulama digi birakabilme yetkisine sa-
hiptir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?
Arastirmada yer alacak gondllilerin sayisi 128’ dir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?
Bu arastirmada yer almaniz igin uygulama asamasi igin 6ngérilen sire 1 giindar.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastirma sonucunda, gocugunuzun, giinimuizde birgok hastalik ile iliskisi bulunmus olan D vitamini
dizeyi olgllerek bunun ¢lruk ile iliskisi gdsterilecektir, ek olarak rutin biyokimyasal analizleri yapilacak-
tir. ligili gendeki varyasyonlar arastirilacak ve konu ile ilgili bilgilendirme yapilacaktir. Calisma esnasinda
g¢ocugununuzun agdiz i¢ci muayenesi yapilacak olup gerekli tedaviler konusunda bilgilendirmeler ve yon-
lendirmeler yapilacaktir. Calisma sonucunda ¢urik riskini etkileyen faktérlerden biri olan D vitaminine
bagli gocugununuzun dislerinde ¢urik olmasina yatkinlik olup olmadigi degerlendirilecektir. D vitamini
eksikligi s6z konusu ise ilgili ydnlendirmeler yapilacaktir.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?
Bu uygulamalarin yapimi rutin kan alma islemlerine ek bir risk tasimamaktadir.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN iLAG-
LAR/BESINLER NELERDIR?
Caligma siresince birlikte kullaniminin sakincal oldugu ilag ve besinler yoktur.

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?
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Arastirmanin Adi : COCUKLARDA 25-HIDROKSIVITAMIN D DUZEYLERI VE VDR GEN VAR-
YANTLARI ILE DIS CURUKLERI ARASINDAKI iLISKININ DEGERLENDIRILMESI
Uygulanan tahlil ve muayene agsamalarina uymamaniz durumlarinda doktorunuz sizi galigmadan ¢ika-

rabilir.

HERHANGI BIR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK KIMDEDIR VE NE
YAPILACAKTIR?

Aragtirmaya badli bir zarar s6z konusu oldugunda, bu durumun tedavisi sorumiu aragfirici tarafindan
yapilacak, ortaya gikan masraflar Dog. Dr. Arzu Aykut Yetkiner tarafindan karsilanacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE GIKABILECEK SORUNLAR IGIN KIMI ARAMALIYIM?

Uygulama siiresi boyunca, zorunlu olarak arastirma digi ilag almak durumunda kaldiginizda Sorumlu
Arastiriciy1 6nceden bilgilendirmek igin, aragtirma hakkinda ek bilgiler almak igin ya da galisma ile ilgili
herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz igin 02323112700 no.lu telefondan
Dog. Dr. Arzu Aykut Yetkiner'e bagvurabilirsiniz.

GALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?
Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari size veya giivencesi altinda bulun-
dugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa édetiimeyecektir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR ? )
Caligmay destekleyen kurumlar Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakdiltesi ve Ege Universitesi Tip
Fakiltesi® dir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BIR ODEME YAPILACAK MIDIR?
Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM
DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Aragtirmada yer almayi reddedebilirsiniz
ya da herhangi bir agamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya vazge¢gme durumunda bile
sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir.

Arastirmanin sonuglari bilimsel amagla kullanilacaktir; galigmadan gekilmeniz ya da arastirici tarafin-
dan gikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir.

KATILMAMA iLiSKIiN BILGILER KONUSUNDA GiZLILiK SAGLANABILECEK MIiDiR?

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar ge-
rektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.

Galigmaya Katilma Onayi:

Yukanda yer alan ve arastirmaya baglanmadan dnce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gos-
teren 3 sayfalik metni okudum ve sézlii olarak dinledim. Aklima gelen tim sorulari arastiriciya sordum,
yazili ve sbzli olarak bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Calismaya
katilmay: isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda,bana
ait tibbi bilgilerin gézden gegiriimesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yurutlcisine
yetki veriyor ve s6z konusu aragtirmaya iliskin bana yapilan katiim davetini higbir zorlama ve baski
olmaksizin biyik bir génillilik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana
sagladigi haklar kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.
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Arastirmanin Adi : COCUKLARDA 25-HIDROKSIVITAMIN D DﬁZE¥LERI VE VDR GEN VAR-
YANTLARI ILE DIS CURUKLERI ARASINDAKI ILISKININ DEGERLENDIRILMESI

GONULLUNUN

imzasi

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. &
FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR IGIN VELI VEYA VASININ

iMzASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

|ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR ARASTIRMACININ

imzasi

ADI &

SOYADI Ece Sengtin Berber

TARIH

GEREKTIiGi DURUMLARDA TANIK

iMzAsI

ADI &
SOYADI

GOREVI

TARIH
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EK-3: Olgu Rapor Formu

Gocuklarda 25Hidroksivitamin D Diizeyleri ve VDR Gen Varyantlanile Dig Gii-
riikleri Arasindaki lligkinin Degerle ndiril mesi

OLGU RAPOR FORMU

OLGU NO: TARIH:
CINSIYET: GRUP:
DOG UM TARIHI: Ciritksiiz A grubu
Ten Renagi:

dft skor:
25-Hidroksivitamin D seviyesi:

VDR gen varyasyonu:

Not:

Bivokimyasal sonuclax:
Kalsiyum :

ALP :
Fosfor :
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EK-4: Anket

Gocuklarda 25Hidroksivitamin D Diizeyleri ve VDR Gen Varyantlanile Dis Gii-
riikleri Arasindaki lligkinin Degerle ndirilmesi

ANKET FORMU
1) Gogudnpuzun disleri giinde kac kez firgalaniyor, ?
a. Hig b.1 kez c. 2 veyadaha fazla

2) Cogudunuzun digleri kimin tarafindan firg alaniyor?
a. Kendisi b.Ebeveyn gozefiminde. c.Ebeveyn tarafindan

3) 6 ayda bir diizenli dig hekimi kontrolleri yapiliyor mu?
a. Evet b. 6 aydan fazla araliklarla c.Hayir

4) Gogudaupuzun dislerine 6 ay icinde flor vernik/jel uygulamasi yapild mi?
a. Evet b. Hayir

5) Florlu dig macunu kullaniyor musunuz?
a. Evet b. Hayr

6) Cogudunuz ana dgiinler arasinda geker tiiketiyor, mu?
b. Hig b. Nadiren c. Her giin

7) Daha opge, cosudunuzun D vitamini dlgjimii yapild mi?
a. Evet b.Hayir

8) Coguaunuz D vitamini takviyesi veya multivitamin alyor mu?
a. Evet b.Hawr

9) Siit, peynir, yumurta, balik besinlerini tiiketiyor mu?
a. En az 2 siniyemiyor b.Nadiren c.Her giinen az birini yiyor
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Tesekkiir

Doktora egitimimin basindan itibaren bana her konuda yol gdsteren, tez konumun
belirlenmesinden sonu¢ asamasma kadar gecen uzun ve yogun siirecte destegini
benden esirgemeyen, birlikte caligmaktan biiyiik mutluluk ve gurur duydugum doktora
danismanim, saygideger hocam Dog. Dr. Arzu AYKUT YETKINERe,

Tez konumun belirlenmesi, kurgulanmasi ve uygulanmasi asamalarinda her tiirli
destegi veren, bilgileriyle calismami yonlendiren Ege Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dal1 Bagkani1 Prof. Dr. Sayin Fahinur ERTUGRUL, Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali §gretim iiyesi Dog. Dr. Sayin
Ayca AYKUT’a, Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Sosyal Pediatri Bilim Dali 6gretim
iiyesi Dog. Dr. Sayin Feyza KOC’a, Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Biyokimya
Bilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Saym Burcu BARUTCUOGLU’na, Ege
Universitesi T1p Fakiiltesi Sosyal Pediatri Bilim Dali gretim eleman1 Uzm. Dr. Merve
TOSYALI’ya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali arastirma
gorevlisi Ar. Gor. Mert PEKERBAS a,

Calismaya katilan hastalarin calismaya dahil edilmesi ve uygulama asamalarmda
destek veren Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali 6gretim gorevlisi Ogr. Gor. Dr. Burge Emine DORTKARDESLER’e, basta
Mesut TIRIL ve Nuran TONBUL olmak iizere tiim Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 personeli ile Ege Universitesi Cocuk Hastanesi Kan
Alma Birimi ekibine,

Istatistiksel verilerin analiz edilmesinde destegini esirgemeyen Ege Universitesi T1p
Fakiiltesi Biyoistatistik ve T1bbi Bilisim Ana Bilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Sayin
Timur KOSE’ye ve sonuglarm yorumlanmasi asamalarmda beni ydnlendiren ve
destegini esirgemeyen Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Halk Saghigi
Anabilim Dali 6gretim tiyesi Prof. Dr. Sayin Pmar OKYAYa,

Doktora egitimim siiresince pratik ve teorik olarak gelismemde katkida bulunan, bilgi
ve deneyimlerini benimle paylasan Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Pedodonti Anabilim Dali’nin degerli 6gretim iiyelerine,

Doktoraya basladigim giinden bu yana birlikte ¢aligmay1 keyifli hale getiren ve her
tirlii sikintiy1 katlanabilir yapan, giizel anilar biriktirmemi saglayan basta Funda
GOKIRMAK, Cansu ERTAS BINGOL, Ozge Irem CAN KOLCU, Ebru KELES
GULBAHCE ve Ozgiin ALP UNLU olmak {izere tiim asistan arkadaslarima,
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boliimiimiiz hemsirelerine ve ¢alisanlarina,

Hayatim boyunca benden hi¢bir zaman destek ve sevgilerini esirgemeyen, sonsuz sabir
ve Ozveriyle hep yanimda olup beni bugiinlere getiren, tiim bu zorlu siireci benimle
paylasan, yasamimin her aninda maddi manevi her zaman arkamda duran canim
annem Behice SENGUN, canim babam Ismail SENGUN ve sevgili kardeslerim Emre
SENGUN ve Pelin SENGUN’e,

Doktora siiresince ve hayatimin geri kalaninda destek, sabir, anlayis ve dostluklarini
her zaman hissettigim, her ihtiyacim oldugunda yanimda olan dostlarim Ezgi
KARATAS ve Ozge DONMEZ TARAKCI’ya

Son olarak hayatimin her alaninda destek ve sevgisini her zaman hissettigim, sonsuz
sabir, anlayis ve 6zveriyle hep yanimda olan, tiim zorlu siireci benimle paylasan ve
tamamlamamda en biiyiik destek¢im olan, maddi manevi her zaman arkamda duran
canim esim Mehmet Gokay BERBER e,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

[zmir, Haziran 2022 Dt. Ece SENGUN BERBER
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Ozgecmis
[k 6grenimimi Izmir Misak-1 Milli 1lkdgretim Okulunda tamamladiktan sonra orta
ogrenimimi izmir 60. Yil Anadolu Lisesinde tamamladim. 2009 yilinda Ege
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinde yiiksek 6grenimime basladim. 2015 yilinda
mezun oldum. 2016 yilinda Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiine bagli olarak
Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Ana Bilim Dalinda doktora

programina basladim.
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